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Deposant 

CORBIER, Alain etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 



dans la demande d'examen prelimmaire international presentee a I'administration chargee de I'examen prelimmaire 
international le: 

30 decembre 2000 (30.12.00) 



| | dans une declaration visant une election ulteneure deposee aupres du Bureau international le: 



2. L'election | X | a ete faite 

| | n'a pas ete faite 

avant I'expiratton d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b}. 
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PCT 



NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 



Date d'expedrtion (jour , mots- annee) 

14 fevrier 2001 (14.02.01) 



Destmataire: 



VIEILLEFOSSE, Jean-Claude 
Aventis Pharma S.A. 
1 02, route de Noisy 
F-93135 Romainville Cedex 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
2517/PCT 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demande internationale no 

PCT/FROO/01567 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
08 juin 2000 (08.06.00) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X te deposant | | I'inventeur | [ le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 

HOECHST MARION ROUSSEL 
1 , Terrasse Bellini 
F-92800 Puteaux 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no oe teleimpnmeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | >a personne X !e nom X I'adresse | | ia nationality j j le domicile 


Nom et adresse 

AVENTIS PHARMA S.A. 
20, avenue Raymond Aron 
F-92160 Antony 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimpnmeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 

Ce changement sapplique egalement a I'adresse du mandataire, comme indique dans le cadre 
du destinataire ci-dessus. 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
| X | a I'office recepteur | j aux offices designes concernes 
| | a 1'administration chargee de la recherche Internationale | X | aux offices elus concernes 
| X | a !' administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destmataire: 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur ;4 1 -22) 740.14.35 



Fonctionna ire autons^: 



Simin Baharlou 

no de telephone (41-22) 338.33.38 



Formulaire PCT IB-306 (mars -994) 



003835927 



# 



T>1 ^ 




I INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PR O PR I ETE 
INDUSTRIELLE 



DEMAND E DE : BREVET 

NO : 990725 0 000 DU 09/06/99 

V/REF. : ML/2517 



A COLLER 

SUR LA 
REPONSE 



REPONSE NON 
OBLIGATOIRE 
AU RAPPORT DE 
RECHERCHE 
PRELIMINAIRE 



\T RAPPORT 
[GATOIRE 



HOECHST MARION ROUSSEL 
DEPARTEMENT DES BREVETS 
102/111 ROUTE DE NOISY 
93235 ROMAINVILLE CEDEX 



PARIS, LE 22 FEVRIER 



DE RECHERCHE PRELIMINAIRE 



2000 



Messieurs. 

J'ai I'honneur de vous adresser, en annexe, le rapport de recherche preliminaire etabli conformement a 
I'article R. 612-57 du code de la propriete inteilectuelle. citant ;es documents qui peuvent etre pris en consi- 
deration pour apprecier la nouveaute et I'activite inventive de i'mvention. objet de votre demande. 

Selon I'article R. 61 2-59 du code precite, vous disposez d'un delai de 3 mois a compter de !a date de 
reception de ce rapport de recherche preliminaire pcu- y repondre par ecnt. Avant I'expiration de ce delai. 
celui-ci peut etre renouvele une fois sur votre requete. 

Suivant ia categorie des documents cites, vous pouvez etre tenu a une obligation de reponse (par exemple. 
si le rapport de recherche preliminaire mentionne des documents de categorie X ou Y). Dans ce cas. un 
papifion rouge est appose sur cette lett r e et le defaut de reponse entrainera le rejet de la demande. Dans 
le cas contraire. ce papillon est jaune. 

Dans tous les cas. il est de votre interet en eiaborant votre reponse. de tenir compte de tous les 
documents cites. 

Selon les articles R. 61 2-58 et R. 612-60 du code precite. votre reponse peut consister : 

- soit en de nouvelles revendications (en 3 exemplaires). Dans ce cas, vous devez signaler les 
changements apportes aux revendications initiates. Vous pouvez y jomdre des observations qui mettent en 
evidence les caracteristiques techniques de ces nouvelles revendications qui echappent a I'opposabilite 
des anteriontes citees. 

- soit seulement en des observations qui ont alors pour objet de discuter I'opposabilite des antenorites 
citees. 

Veuillez agreer lexpression de ma consideration distinguee. 



Pour ie Directeur general de Nnstitut national 
de la propriete industrielle 



Le Chef du departement des brevets 




INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



REPUBLIQUE FRANCAI 



INSTiTUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

etacii sur la base des cermeres revenaicatsons 
ceposees avant le commencement de la recherche 



N d enregistrement 
national 



FA 575612 
FR 9907250 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



C.taticn du recurrent a, 



■: .rcicaticn. en cas : 



ALFONSO MENDOZA ET AL. : "Translation f 1-27 

elongation factor 2 is encoded by a single, 
essential gene in Candida albicans" I 
GENE, | 
vol . 229, no. 1-2, i 
18 mars 1999 (1999-03-18), pages 183-191, 
XP004161 173 
AMSTERDAM NL 
* abrege * 




u i 



Date d'achevemert Je la recrenrhe 



1 fevrier 2000 



Montero Lopez. 



CATEGCRIE DES DOCUMENTS CITES 

partioui.erement pertinent a 'ui seul 
partiColierernent pertinent en comoina-scn avecun 
autre document de 'a meme categcne 
pert.nent a encontre d'au "ncns ure re ^endicat' :r 
cu arr-ere-pian technologique general 
divulgation "cn-ecnte 
■document rte'oaia:re 



theorie ou prmcpe a ! a base de 1'mvention 
document de prevet tenefic;ant d'une date anter'eure 
a a date ^e depot et qui n a ete putne sua cette date 
de depot ou qu'a une date oosteneure 
cte dans 'a demande 
c:!e pour a autres raisers 



S -rerrcre de a ^ena 'an-ii'e. document ccr r esccr- dant 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



ide Internationale No 

PCT/TR" 00/01567 



tftT^12nWn""™nW*0 C12Q1/18 C12Q1/68 A61K39/00 
C07K16/14 

Selcn la ciasstficaticn Internationale des brevets >C'<8) ou a la fots selon la classification nationale et fa CIS 



B. DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimaJe consuitee (systeme ae ciass it ication suivt des symboies ae classement) 

CIB 7 C07K C12N 



Documentation consuitee autre que la documentation mmimaie aans >a mesure ou ces documents retevent des domajnes sur lesqueis a pone la recherche 



3ase de donnees etectronique consuitee au cours ae la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recnerche utilises) 

EPO-Internal f WPI Data, MEDLINE, CHEM ABS Data, BIOSIS, STRAND, EMBL 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



(den tif ication des documents cites, avec. le cas echeant, r indication des passages peronents 



ALFONSO MENDOZA ET AL. : "Translation 
elongation factor 2 is encoded by a single 
essential gene in Candida albicans" 
GENE, 

vol. 229, no. 1-2, 

18 mars 1999 (1999-03-18), pages 183-191, 

XP004161173 

AMSTERDAM NL 

abrege 



no. des revendicauons visees 



1-18,20, 
23-27 



□ 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la iiste des documents 



□ 



Ues documents de families de brevets sont indiques en annexe 



3 Categories spectaJes de documents ates: 

"A" document definissant I'etal general de la technique, non 

considere com me particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais pubiie a la date de depot international 

ou apres cette date 
•*!_" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
pnonte ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou oour une raison specsale (telle qu'tndiquee) 
"O" document se referant a une divulgation oraie. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P* document pubiie avant la date de deodt international, mais 
posterieurement a la date de pnonte revendiquee 



T" document ufterieur pubiie apres !a date de depot internationai ou ia 
date de pnonte et n'appartenenant pas a Cetat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnncipe 
ou la theone constituant la base de I'invention 

"X" document paniculierement pertinent; I'tnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document consider© isotement 
document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
forsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de merne nature, cette combinajson etant evidente 
pour une personne du metier 
document qui fait parti e de la merne famtlle de brevets 



Oate a laqueUe ia recherche Internationale a ete effectrvement achevee 

30 novembre 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 

0 8.12.Q0 


Nom et adresse postaie de 1'adminisrrauon chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rifswijk 

(+31-70) 340-2040, Tx. 31 6b 1 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire auionse 

Montero Lopez, B 



ForrmMute PCT71SA/210 fdwoweme touifle) fjiito 15921 



• 



# 



% 



% 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



^emancle Internationale n J 

PCT/FR GO/01567 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revpnrii^atinnc , 

(suite du point 1 de la premiere feuille) ° erta,nes ^indications ne pouva.ent pas faire lobjet d'une recherche 



.cnrormemen, a I'art.cle , 7.2)a,. certames revendicanons n'ont P as fa,t I'objet dune rechercne pour 



pour !es motifs suivants: 



Les revendications n os 

se rapportent a U n ob,et a regard duquel ('administration nest pas tenue de procede, 



r a la recherche, a savoir: 



a. [I] Les revendications n os 

19, 21, 22 

se rapportent a des parties de Ja demande mternat.onaie qui ne remolissent ^ Mtiam 

qu une recherche sign.ficat.ve pu.sse etre erfectuee. en part.cuher P suff,sam 



ment les conditions preserves pour 



voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. | ( Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont oas rediaepc- mn f nr m flmrt ♦ 

troisieme ohrases de la reote 6.4 a\ P red, ^ ees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 




point 2 de fa premiere feuille) 



L admimstration chargee de la recherche Internationale a trouve piusieurs 



inventions dans la demande Internationale, a savo.r: 



voir feuille suppl ementai re 

Apres reexamen selon la Regie 40.2(e) PCT 
aucune taxe addi ti onnelle n'est a rembourser. 

1 . j Y [ Comme toutes les taxes additionneHes ont ete payees dans Ip« h^i^o ^ ^ - 

^ Internationale porta sur toutes les revendications £u^1 faire V%i« " PrSSent fapP ° rt de r6CherChe 

Comme toutes les recherches nortanf cur i oc rownn w: ■ , 

jusffian, une taxe -dK^^-^S^ eftor, part.cu.ier 



Comme une partie seuiement des taxes additionneHes rlPmanHnoc a*a « < ^ 

rapport de recherche intematunale ne porte qCe su Me ^^f^ons oSu^J^ ''f MaiS P3f ie d * P ° Sant ,e ? resent 
les revendications n os revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 



4. j | Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans tes detail nAr i« ho^-, ♦ r- 

^ de rechercne rntemat.onaie ne porte que sur nnierttX^^^ consequence, le present rapport 

couverte par les revendications n 35 menuonnee en premier l.eu dans les revendications; elle est 



Remarque quanta la reserve RTI I « n yoe . ^> 

'—I L9S taX6S ^ditionnelles etaient accompagnees dune reserve de la part du deposani 

\~\ Le payment des taxes additionneHes n'etait assort, d'aucune reserve. 



Formulate PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1 )) (Juillet 1 998) 



4 
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Demanae Internationale No. PCT/FR QG /01567 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ £10 



L' administration chargee de la recherche international a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale a 
savoi r : ' 



1. revendi cations: 1-27 parti ell ement 

Polynucleotide comprenant la sequence SEQ ID N0:1, analoques 
et fragments de ceci ; vecteurs et cellules note transforms 
ainsi coinne leur utilisation pour la production du 
polypeptide; plasmide 1-2214 contenant le polynucleotide- 
polypeptide de sequence SEQ ID N0:2 pCaDR472, analoques et 
fragments de ceci; utilisation dans un methode de criblaqe 
de produits anti fongiques ainsi comme T utilisation des 
produits ainsi obtenus; anti corps contre le polypeptide- 
utilisation du polynucleotide, du polypeptide et de 
1" anti corps dans des methodes de diagnostique et traitement- 
kit pour le diagnostique d' infections fongiques 



2. revendi cations: 1-27 partiellement 

Polynucleotide comprenant la sequence SEQ ID N0:3, analogues 
et rragments de ceci; vecteurs et cellules hote transformees 
ainsi comme leur utilisation pour la production du 
polypeptiae; plasmide 1-2215 contenant le polynucleotide- 
polypeptide de sequence SEQ ID N0:4 pCaDR489, analogues »t 
fragments de ceci; utilisation dans un methode de criblaqe 
de produits anti fongiques ainsi comme 1' utilisation des 
produits ainsi obtenus; anticorps contre le polypeptide- 
utilisation du polynucleotide, du polypeptide et de 
Tanti corps dans des methodes de diagnostique et traitement- 
kit pour le diagnostique d' infections fongiques 



3. revendi cations: 1-27 partiellement 

Polynucleotides comprenant les sequences SEQ ID NO-5 ou 7 
analogues et fragments de ceux-ci ; vecteurs et cellules h6te 
transformees ainsi comme leur utilisation pour la production 
des polypeptides; plasmides 1-2216 et 1-2217 contenant les 
P? 1 ^ 1 ^!!: 0 ^ 8 ; Polypeptides de sequences SEQ ID N0:6 
(lpCaDR527) ou 8 (2pCaDR527) , analogues et fragments de 
ceux-ci; utilisation dans un methode de criblage de produits 
antifongiques ainsi comme 1 ' uti 1 i sation des produits ainsi 
obtenus; anticorps contre les polypeptides; utilisation des 
polynucleotides, des polypeptides et des anticorps dans des 
methodes de diagnostique et traitement; kit pour le 
diagnostique d' infections fongiques 



4. revendi cations: 1-27 partiellement 

Polynucleotide comprenant la sequence SEQ ID N0:9, analoques 
et fragments de ceci; vecteurs et cellules hote transformees 
ainsi comme leur utilisation pour la production du 
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Cemande Internationale No. PCT/FR 00 /01567 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



polypeptide; plasmide 1-2211 contenant 1e polynucleotide- 
polypeptide de sequence SEQ ID N0:10 pCaFL024, analogues'et 
fragments de ceci; utilisation dans un methode de crib^agl 
de prodmts anti fon gi ques ainsi comme T uti 1 i sation des 
prodmts ainsi obtenus; anticorps centre le polypeptide- 
utilisation du polynucleotide, du polypeptide et de 
1 ant! corps dans des methodes de diagnostique et traitement- 
kit pour le diagnostique d' infections fongiques ' 



5. revendi cations: 1-27 parti el lement 

Polynucleotide comprenant la sequence SEQ ID N0-11 
analogues et fragments de ceci; vecteurs et cellules hote 
transformers ainsi comme leur utilisation pour la production 
du polypeptide; plasmide 1-2212 contenant le polynucleotide- 
polypeptide de sequence SEQ ID N0:12 pCaNL260, ana"ogSs et 
fragments de ceci; utilisation dans un methode de criblLf 
de prodmts antifongiques ainsi comme 1 'uti li sation des 
prodmts ainsi obtenus; anticorps contre le polyDeptide- 
utilisation du polynucleotide, du polypeptide et de 
1 anticorps dans des methodes de diagnostique et traitement- 
kit pour le diagnostique d' infections fongiques rement . 

6. revendi cations: 1-27 partiel lement 

Polynucleotide comprenant la sequence SEQ ID N0-13 
analogues et fragments de ceci; vecteurs et cellules hote 
transformer ainsi comme leur utilisation pour la production 
du polypeptide; plasmide 1-2213 contenant le polynucleotide 
polypeptide de sequence SEQ ID N0:14 P CaDR361, analogues et 
fragments de ceci; utilisation dans un methode de criblage 
de prodmts antifongiques ainsi comme T utilisation des 
prodmts ainsi oDtenus; anticorps contre le polypeptide- 
utili sation du polynucleotide, du polypeptide et de 
1 anticorps dans des methodes de diagnostique et traitement- 
kit pour le diagnostique d' infections fongiques «-«"ent, 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/fSA/ 21 Q 



Demande Internationale No. PCT/FR 00/01567 



Sui te du cadre 1 . 2 

Revendi cati ons nos.: 19, 21, 22 

Les revendi cations 19, 21, 22 DresentP<; nn ^ t „ ai - + ~ . 

faisant reference a une caracte'ri st?qul o°u% ^p e e'souh™ iSb^l" 1 " 

savoir ayant un erfet inhibiteur sur des DroteinprriP rinH h! fi- 

Les revendi cations couvrent tous les produTt ^ Jrlsentan? cene ""^ 

caracten stique ou propriete, alors gup 1a H«nanH« 2 ce ' te 

fondement au sens de 1 'Artie e 6 PCT et/nn ° e f ° Urnit pas de 

5 PCT pour aucun example spliff qu d els pVoXts "LnTl^ ''^^ 

present, les revendications manquent de fondemen? e?'la SpJnd^' 

d- expose a un point tel qu'une recherche s?gn?f"ca?ive sur ?Sut T^* 

atteindre. Ce manque de claYtS est C , J r «"Hat a 

qu- une recherche JlgnWIS tousle S p"t?e co"erfna? U l'e5 U 
revendications est impossible. En conseoupnrp nlc h? u P f es 
effectuee pour les revendications 19? 21 Jt 22. ^^che a ete 

L 1 attention du deposant est attirpp cur i 0 « i 

^euvent ft 
in (Regie 

international est, normalement, de ne pTprocfder T^J^™™* 
prelTminaTre sur un sujet n'ayant oas fait St m< examen 
attitude restera inchangee, independent du fl?+ 2, " n ? recherc 5*- Cette 
aient ou n'aient pas etl modifies soTt LrL 1 1 ? 6 I- S reven di cations 
recherche, soit pendant une iSfS^SrSgSSriSSrPr SEaStrTfT ^ 
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PATENT COOPERATION TREATY 



F^m the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 
To 

HO EC H ST MARION ROUSSEL 
Attn. VIEiLLEFOSSE. J 
102, ROUTE C-E NOISY 
F-93'35 ROMAINVILLE CEDEX 
FRANCE 



PCT 

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
OR THE DECLARATION 

iPCT Rule 44 i > 



Date of mailing 

■.day/month/year} 08/12/2000 



Apo tcant's or agent's file reference 
2517/PCT 


FOR FURTHER ACTION 

See paragraphs 1 and 4 below 


International application no 
PCT/FR00/01567 


International f ilmg date t day/men tnr/ear) 
08/06/2000 


Aponcant 

HOECHST MARION ROUSSEL 





The applicant »s hereby notified that the International Search Report has been establisned and is transmitted herewith 
Filing of amendments and statement under Article 19 

The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46). 

When ? The time limit for filing such amendments is normally 2 months from the date of transmittal of the International 
Search Report: however, for more details, see the notes on the accompanying sheet. 

Where 9 Directly to the International Bureau of WIPO 

34 chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 
Facsimile No, (41-22) 740 14 35 

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet. 

The apoiicant is hereby notified that no International Search Report will be established and that The declaration under 
Article 1 7(2)( a) to that effect .s transmitted herewith 

With regard to the protest against payment of ,'ani additional fee(s) under Rule 40 2. the applicant is notified that' 

□ the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with 
the applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated 
Offices. 

□ 

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made 
Further action(s): The applicant is reminded of the following: 

Shortly after 18 months from the priority date, the International application will be published by the International Bureau. 
If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the International aDplication, or of the 
priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 9Cbis 1 and S0bis.3 respectively, before the 
completion of the technical preparations for International publication 

Within 19 months from the priority date a demand for International preliminary examination must oe filed ,f the applicant 
wisnes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date tin some Offices even later) 

Within 20 months from the cnonty date the applicant must perform the prescribed acts 'or entry .nto the national phase 
before all designated Offices wnich have not been elected in the demand or in a ! ater election withm 19 months from the 
priority date or could not be elected because they are not bound by Chapter II 



Name and postal address of the ^rternaticnai preliminary Authorized official 
examining authority 

European Patent Office P B 5318 Patenttaan 2 Mireille Claudepieire 

NL-2230 HV Rijswijk 

Tei - 3 i— j> 34C-2Q4C T* SloS'eco-i 
Fax .-31-~0) 340-3016 



F-rm PCT ISA. 220 .Jury 1998'. 



t 




• 



NOTES RELATING TO FORM PCT/ISA/220 

The present notes are intended to give the essential instructions concerning the filing 
of amendments in accordance with article 19. The notes are based on the requirements of 
the Patent Co-operation Treaty (PCT). the implementing regulation and the administrative 
instructions of the PCT. Where the present notes and these requirements differ, it is the 
latter that prevail. For more detailed information, the PCT Applicant's Guide, which is a 
WIPO publication, can also be consulted 

In the present notes, the terms "article' 'Yule" and "instruction" refer to the provisions 
of the treaty, of its implementing regulation and of the PCT administrative instructions, 
respectively. 

INSTRUCTIONS RELATING TO AMENDMENTS IN ACCORDANCE WITH ARTICLE 19 

Following receipt of the international search report, the applicant has the possibility of 
amending once the claims of the international application. However, it will be noted that, 
since all parts of the international application (claims, description and drawings) can be 
amended during the international preliminary examination procedure, it is not generally 
necessary to file amendments of the claims in accordance with article 19 except, for 
example, in the case where the applicant desires the latter to be published for the purposes 
of a provisional protection or has another reason for amending the claims before the 
international publication. Moreover, it should be pointed out that a provisional protection can 
be obtained only in certain States. 

Which parts of the international application can be amended? 

According to article 19, the claims only. 

During the international phase, the claims can also be amended (or amended 
again) in accordance with article 34 with the International Preliminary Examining 
Authority. The description and the drawings can be amended only in accordance 
with article 34 with the International Preliminary Examining Authority. 

Upon the opening of the national phase, all parts of the international application 
can be amended in accordance with article 28 or, where appropriate, in 
accordance with article 41. 

When? Within a period of two months from the date of transmittal of the international 
search report or 16 months from the priority date, depending on which is later. 
However, it should be noted that the amendments will be deemed to have been 
received in due time if they reach the International Bureau after the expiry of the 
applicable deadline but before the completion of the technical preparation of the 
international publication (rule 46.1). 

Where are amendments not to be filed? 

Amendments can be filed only with the International Bureau: they cannot be filed 
with either the receiving office or the International Searching Authority (rule 
46.2). 

When a request for an international preliminary examination is/has been filed, 
see below. 



NOTES RELATING TO FORM PCT/ISA7220 (continued) 

How? Either by completely deleting one or more claims, or by adding one or more new 
claims or by amending the text of one or more of the claims as fiied. 

A replacement page must be produced for each page of claims which, because 
of one or more amendments, differs from the initially filed page. 

All the claims featuring on a replacement page must be numbered in Arabic 
numerals. If a claim is deleted, it is not obligatory to renumber the other claims. 
Each time claims are renumbered, they must be numbered continuously 
(instruction 205. b)). 

The amendments must be made in the language in which the international 
application is published. 

Which documents must/can accompany the amendments? 

Letter (instruction 205b)): 

The amendments must be accompanied by a letter. 

The letter will not be published with the international application and the 
amended claims. It must not be confused with the "statement in accordance with 
article 19.1)" (see below under "Statement in accordance with article 19.1"). 

The letter must be written in English or in French, as the applicant 
chooses. However, if the language of the international application is 
English, the letter must be written in English; if the language of the 
international application is French, the letter must be written in French. 

The letter must show the differences existing between the claims as filed and the 
claims as amended. It must show in particular, for each claim featuring in the 
international application (on the understanding that identical details affecting 
several claims can be grouped), whether 

i) the claim is not amended; 

ii) the claim is deleted; 
tii) the claim is new; 

iv) the claim replaces one or more claims as filed; 

v) the claim is the result of the division of a claim as filed. 

The following examples illustrate the way in which the amendments must 
be explained in the accompanying letter: 

1 . (When the number of claims filed initially was 48 and as a result of an 
amendment of some claims it is 51 ); 

'Claims 1 to 15 replaced by the amended claims bearing the same numbers; 
claims 30. 33 and 36 not amended; new claims 49 to 51 added" 

2. (When the number of claims filed initially was 15 and as a result of an 
amendment of all the claims it is 11): 

"Claims 1 to 1 5 rep laced b y the amended claims 1 to 11" 
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3 (When the number of claims filed initially was 14 and the amendments 
involve the deletion of some claims and the addition of new ones): 
■Claims 1 to 6 and 14 not amended; claims 7 to 13 deleted: new claims 15. 
16 and 17 added" or 

•Claims 7 to 13 deleted: new claims 15. 16 and 17 added: all other claims 
not amended' 1 . 

4 (When several sorts of amendments are made): 

"Claims 1-10 not amended: claims 11-13, 18 and 19 deleted; claims 14, 15 
and 16 replaced by amended claim 14; claim 17 divided into amended 
claims 15. 16 and 17; new claims 20 and 21 added. " 

"Statement in accordance with article 19.1)" (Rule 46.4) 

The amendments may be accompanied by a statement explaining the amend- 
ments and specifying the effect which the latter may have on the description and \ 
on the drawings (which cannot be amended according to article 19.1)). 

The statement will be published with the international application and the | 
amended claims. 

It must be written in the language in which the international application is j 
published. 

It must be succinct (not to exceed 500 words if it is produced in or translated into j 
English). 

It must not be confused with the letter explaining the differences existing 
between the claims as filed and the claims as amended, and does not replace it. j 
It must be on a separate page and must be provided with a title enabling it to be _ 
identified as such, preferably comprising the words 'Statement in accordance 
with article 19.1) ' 

It must not contain any denigrating comment relating to the international search 
report or to the relevance of the citations which the latter contains. It may not 
refer to citations relating to a given claim and contained in the international 
search report other than in relation to an amendment of that claim. 

Consequence of the fact that an application for an international preliminary 
examination has already been submitted 

If. at the time of filing of amendments, and. where appropriate, of a statement, 
effected pursuant to article 19. an application for an international preliminary 
examination has already been submitted, the applicant must preferably, when 
filing the amendments (and. where appropriate, the statement) with the 
International Bureau, also file a copy of these amendments (and. where 
appropriate, of this statement) with the International Preliminary Examining 
Authority and. if necessary, a translation of these amendments for the purposes 
of the procedure at this Authority (see rules 55. 3. a) and 62.2. first phase) For 
more details, refer to the notes of the application form for an mtenational 
preliminary examination (PCT/IPEA/401 ). 



NOTES RELATING TO FORM PCT/ISA/220 (continued) 

Consequence as regards the translation of the international application upon the 
opening of the national phase 

The applicant's attention is drawn to the fact that he may have to present to the 
designated or elected Offices, upon the opening of the national phase, a 
translation of the claims as amended pursuant to article 19 instead of the 
translation of the claims as filed or in addition to the latter. 

For more details of the requirements of each designated or elected Office, see 
volume I! of the PCT Applicant s Guide. 
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This international preliminary examination report has heen prepared b\ this international Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT comprises 12 sheets, including the present cover sheet. 

□ It is accompanied by ANNEXES, that is to say sheets of the description, claims or drawings which ha\e been 
amended and which serve as the basis for this report or sheets containing rectifications made before this Authority 
responsible for the international preliminary examination (see Rule 70. 16 and Section 60 7 of the Administrative 
Instructions under the PCT). 

These annexes consist of sheets. 
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l.NTE R.N AT I ON A L PRE L I VI I N A R Y 

EXAMINATION REPORT International application no. PCI F : R00 056^ 



I. Basis of the report 

1. As regards the elements of the international application <the suhstttute sheers winch have ^ecn sent !<< the 
'■eceivin^ office in response to a request made :n accordance with Article 1 4 are considered, in this report, as 

heen "on^inailv tiled" and are not annexed to die report since they do not contain amendments 'rules 
~n. 16 and ~U. r.r,. 

Description, pages: 

I -35 as onginalK tiled 

Claims, nos,: 

I -2" as original!) filed 

Drawings, sheets: 

: 6-6 6 as originallv riled 

Portion of the application reserv ed for sequence listing, pages: 

I -42. as originally filed 

2. As regards the language, all the elements indicated above were at the disposal of the administration or were 
furnished to it in the language in which the international application was tiled, except where a contrary 
indication is given regarding this point. 

These elements were at the disposal of the administration or were deliv ered to it in the follow ing language, 
which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of the international search (according to rule 
23.1(b)"). 

I I the publication language of the international application (according to rule 48.3(b)). 

I I the translation language furnished for the purposes of the international preliminary examination report 

(according to rule 55.2 or 55.3) 

3. As regards the nucleotide or amino acid sequences disclosed in the international application ( if appropriate), 
the international preliminary examination report was carried out on the basis of the sequence listings: 

H contained in the international application, in written form. 

■.'j filed with the international application, in computer-readable form. 

! I furnished to the administration later, in written form. 

I I furnished to the administration later, in computer- readable form. 

i ; The declaration, according to which the sequence listing in writing and provided later does not go further 

than the disclosure made in the application as tiled, was provided. 

i I The declaration, according to which the information recorded in computer readable form is identical to 

that of the sequence listings presented in writing, was provided. 

4. The amendments have led to the revocation: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application no. PCX FROO 01^6 

f~j of the description. pages: 
I \ of the claims. Nos.: 
\ j of the draw ings. sheets: 

5 □ The present report was drawn up disregarding (some of) the amendments, which were considered as going 
further than the disclosure of the invention as tiled, as indicated hereafter ( rule 70.2(0): 

(Any amended page comprising amendments of this type must he indicated in point I and attached to the 
present report) 

6. Additional observ ations, if necessary 

III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

t. The question of whether the subject-matter of the claimed invention appears to be novel, implies an inventive 
step (not obvious) or is capable of industrial applicability was not examined as regards: 

□ all of the international application 
H claims Nos. 19. 21.22. 

because: 

□ the international application, or the claims Nos. in question relate to the following object, with regard to 
which the Authority responsible for the international preliminary examination has not carried out an 
international preliminary examination report (specify): 

□ the description, the claims or the drawings (indicating the elements below l or claims Nos. in question 
are not clear, so that it is not possible to form a valid opinion (specify): 

□ the claims, or claims Nos. in question, are not adequately based on the description, so that it is not 
possible to form a valid opinion. 

E] an international preliminary examination report was not prepared for claims Nos. 19. 21. 22 in question. 

2. The nucleotide or amino acid sequence listing does not conform to the standard provided in annex C ot the 
administrative instructions, so that it is not possible to carry out a significant international preliminary 
examination: 

□ the listing presented in writing was not provided or does not conform to the standard 

□ the listing in computer-readable form was not pro\ ided or does not conform to the standard. 

IV. Luck of unity of invention 

] . In response to the invitation to limit the claims or to pa\ additional fees, the applicant has 
! j limited the claims. 
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3 paid additional fees. 

H paid additional tees without prejudice. 

□ neither limited the claims nor paid additional tees. 

^ □ The International Prelim.nar> Examine Authority considers that ii is not satisfied *«h ; h ^^:^;;;;°;; ] ^> ^ 
~ ^ mention and decides, in accordance u.th rule 68.1. not to unite the applicant 10 hmit th, daim> or to pa> 
additional tees. 

3. □ The International Preliminar> Kxainining Auihority considers that, under the terms of rules 13.1. 13.2 and 13.3. 

□ it. is satisfied with the requirement for unit\ ofirnention. 

□ it.is not satisfied with the requirement for un,t> of invention, and for the following reasons: 

4. Consequently, the follow ,„g parts of the international report were subjected to an international preliminary examination 

report during the drau ing up of this report: 

12 all parts of the application.. 

□ the parts relating to claims No.s. 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step and industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty Yes: Claims 4-18.20,23-27 

No: Claims 1-3 



Inventive step 



Industrial applicability 



Yes: Claims 4-18.20.23-27 

No: Claims 1 -3 

Yes: Claims 1-18.20.23-27 
No: Claims 



2. Citations and explanations 

see separate sheet 
MIL Observations on the international application 

The following observations were made as regards the clarity of the claims, the description and the drawings and the 
question of whether the claims are based entirely on the description: 
see separate sheet 
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Regarding point III 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and 
industrial applicability 

No search was possible in respect of claims 19. 21, 22. In addition, it is to be 
noted that no opinion could be formulated concerning such •hypothetical" 
substances (products or compositions) selected by screening methods using a 
biological test. A compound identified by such processes is not automatically 
made new. and it is moreover impossible on reading claims 19, 21. 22 to know 
whether such compounds are already known or not. Consequently, it is 
impossible to clearly establish the scope of protection of such claims without 
testing all the substances of very large libraries of chemical compounds (clearly 
an "excessive difficulty" or 'undue burden"). 

As a result, no opinion as to the novelty, the inventive step and the possibility of 
industrial application will be formulated for the said claims (in accordance with 
Rule 66. 1e) PCT). 

Regarding point IV 

Lack of unity of the invention 

The International Searching Authority has found several (groups of) inventions in 
the international application. The International Preliminary Examining Authority 
shares the view of the ISA and believes that there is no common inventive 
concept linking the six groups of inventions detailed in the ISR. 
The requirement of unity of the invention (rule 13.1 PCT) has not been observed, 
in so far as there is no technical relationship between the subjects of the groups 
of inventions of dependent claims relating to one or more particular identical or 
corresponding technical elements within the meaning of rule 13.2 PCT L 
The Applicant has cited the essential nature for the survival and the growth of 
Candida albicans of the sequences described in the application in order to 
substantiate a common inventive concept. It has been pointed out that such a 
characteristic cannot serve as a particular technical element which determines a 
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contribution of each of the groups of claimed inventions vis-a-vis the state of the 
art according to Rule 13.1 as the sequence described in D1 solves the same 
technical problem as that cited by the applicant, namely the characterization of 
genes essential for the survival and the growth of Candida albicans. 

The additional fees have been paid by the Applicant. The examination will 
therefore relate to the six groups of inventions detailed below in point V. 

Regarding point V 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive 
step and industrial applicability; citations and explanations supporting 
such statement 

Reference is made to the following document: 

D1: ALFONSO MENDOZA ET AL: Translation elongation factor 2 is encoded 
by a single essential gene in Candida albicans' GENE, Vol. 229, no. 1-2, 18th 
March 1999 (1999-03-18), pages 183-191, AMSTERDAM NL 

The six groups of inventions considered are the following: 

(i) . Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 1, 
analogues and fragments of the latter; vectors and transformed host cells as well 
as their use for the production of the polypeptide; plasmid 1-2214 containing the 
polynucleotide; polypeptide of sequence SEQ ID No 2 pCaDR472. analogues 
and fragments of the latter; use in a method of screening antifungal products and 
the use of the products thus obtained; antibodies directed against the 
polypeptide; use of the polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody in 
methods of diagnosis and treatment: kit for the diagnosis of fungal infections. 

(ii) . Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 3. 
analogues and fragments of the latter; vectors and transformed host cells as well 
as their use for the production of the polypeptide; plasmid 1-221 5 containing 
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the polynucleotide; polypeptide of sequence SEQ ID No 4 pCaDR489. 
analogues and fragments of the latter; use in a method of screening antifungal 
products and the use of the products thus obtained; antibodies directed against 
the polypeptide; use of the polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody 
in methods of diagnosis and treatment; kit for the diagnosis of fungal infections. 

(iii) . Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 5 
or 7, analogues and fragments of the latter; vectors and transformed host cells 
as well as their use for the production of the polypeptide; plasmids 1-2216 or I- 
2217 containing the polynucleotides; polypeptides of sequence SEQ ID No 6 
(1pCaDR527) or SEQ ID No 8 (2pCaDR527), analogues and fragments of the 
latter; use in a method of screening antifungal products and the use of the 
products thus obtained; antibodies directed against the polypeptide; use of the 
polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody in methods of diagnosis 
and treatment; kit for the diagnosis of fungal infections. 

(iv) . Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 9. 
analogues and fragments of the latter; vectors and transformed host cells as well 
as their use for the production of the polypeptide; plasmid 1-2211 containing the 
polynucleotide; polypeptide of sequence SEQ ID NO 10 pCaFL024, analogues 
and fragments of the latter; use in a method of screening antifungal products and 
the use of the products thus obtained; antibodies directed against the 
polypeptide; use of the polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody in 
methods of diagnosis and treatment; kit for the diagnosis of fungal infections. 

(v) . Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 11. 
analogues and fragments of the latter; vectors and transformed host cells as well 
as their use for the production of the polypeptide; plasmid 1-2212 containing the 
polynucleotide; polypeptide of sequence SEQ ID No 12 pCaNL260. analogues 
and fragments of the latter; use in a method of screening antifungal products and 
the use of the products thus obtained; antibodies directed against the 
polypeptide; use of the polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody in 
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methods of diagnosis and treatment; kit for the diagnosis of fungal infections. 

(vi). Claims 1-27 in part: Polynucleotide comprising the sequence SEQ ID No 
13. analogues and fragments of the latter: vectors and transformed host cells as 
well as their use for the production of the polypeptide; plasmid 1-2213 containing 
the polynucleotide; polypeptide of sequence SEQ ID NO 14 P CaDR361. 
analogues and fragments of the latter; use in a method of screening antifungal 
products and the use of the products thus obtained; antibodies directed against 
the polypeptide; use of the polynucleotide, of the polypeptide and of the antibody 
in methods of diagnosis and treatment; kit for the diagnosis of fungal infections. 



1. Novelty (Art. 33(2) PCT) 

Claim 1c) relates to isolated polynucleotides comprising a consecutive sequence 
of at least 15 bases arising from the sequences defined in 1a) and bringing 
together the sequences defining the different groups of invention of (i) to (vi). 

Although no polynucleotide sequence presenting more than 50% identity with the 
whole sequences as defined in the part of claim 1a) has been found in the 
search, it appears that the novelty of part 1c) is questionable. Sequences 
comprising fragments of polynucleotides with 15 consecutive bases taken in a 
globally new sequence are actually not necessarily new per se. It has not been 
possible to search in the databases with such small fragments arising from the 
whole sequences as defined in 1a). As a result, only the novelty of the whole 
sequences can be recognized. 

As regards the fragments with 15 bases, it is sufficient to take a short sequence 
coding for those defined in 1a) and make it the subject of a search in a DNA 
bank. This shows that the sequences comprising such short sequences (15 
nucleotides) are not new to judge from the 100% identity score achieved with a 
fragment comprising 20 nucleotides arising from SEQ ID No 1 (nucleotides 202- 
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221) coding for SEQ ID No 2. The alignment obtained with the sequence arising 
from Caenorhabditis elegans is summarized below: 

10 20 
AATATTATCACGAAAAGCC 

EM_HTG TTTTGAAATTTGAAAAAATATATTAGAAAAAATATTAT^ 

This sequence of Caenorhabditis elegans was submitted on 24-02-1999 and 
published in Genbank on 25-03-1999 under the code AC006875. Consequently, 
such a sequence is damaging to the novelty of claims 1 -3 for the whole of the six 
groups of invention cited in IV. 

This operation could be repeated for a multitude of fragments arising from the 
different sequences mentioned in claim 1a) and a large proportion of these short 
fragments would lack novelty because of the existence of sequences which are 
100% identical in databanks such as Genbank. 

In conclusion, the subject-matter of claims 1-3 for the whole of the six groups of 
invention cited in point IV is not novel within the meaning of article 33(2) PCT. 
and consequently cannot be regarded as inventive (Art. 33(3) PCT). 



Sequen 



2. Inventive step (Art. 33(3) PCT) 

The application relates to new genes of Candida albicans and the proteins coded 
for by these genes. As these genes constitute new targets for the identification of 
antifungal substances, the application also relates to a preparation process for 
the product of these genes as well as their use for the selection of inhibitors that 
are potentially usable for their antifungal power. 

D1 illustrates a strategy for identifying a new target in C. albicans that is useful in 
the search for new antifungal compounds. Although the measures are similar in 
D1 and the application, the specific genes claimed are separate and cannot 
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derive from the study presented in D1 . 

For this reason, once the problems of clarity have been resolved (cf point VIII) 
and in view of the single document D1 of the search report (i.e. no sequence 
with more than 50% identity has been found in the ISR), it appears that claims 4- 
18. 20 and 23-27 referring to the six different groups of invention comprising the 
complete sequence of the polynucleotides separate from Candida albicans and 
the proteins coded for by these genes (cf point IV) are new and inventive within 
the meaning of articles 33(2)/(3) PCT. 

Regarding point VIII 

Comments relating to the international application 

1. Expressions such as "significant homologies" or "analogues of these 
polypeptides" as well as the references to DNA sequences which 'hybridize" 
that are used in claims 7-1 1 are vague and equivocal, and leave a doubt as to 
the significance of the technical characteristics to which they refer. The 
subject-matter of such claims is thus not clearly defined (Article 6 PCT). 

2. Claims 7, 18, 24 and 27 are not clear and do not satisfy the conditions set 
out in article 6 PCT, in so far as the subject for which a protection is 
requested is not clearly defined. Definitions such as "same functions", "the 
activity is measured", "similar function" or "functional fragment" that are used 
in these claims, without any clear reference to a functional test or precise 
enzymatic function, do not permit a person skilled in the art to determine 
without ambiguities which are the technical characteristics which permit the 
scope of protection of these claims to be defined. 

3. Regarding the products of the claimed genes, no biological function has 
been clearly determined experimentally in the present application. Moreover, 
no screening test for the search for inhibitors of these proteins has been 
described in the examples. A person skilled in the art seeking to implement 
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the claimed invention finds himself unabie to carry out a screening test for 
antifungal products in the absence of any information concerning the activity to 
be tested. Consequently, the subject-matter of claims 18 and 20 does not satisfy 
the conditions set out in Article 6 PCT. 

4. The involvement of the products of the genes as defined in the six groups of 
invention in illnesses has not been established in the description. Thus, the 
subject-matter of claims 23-24 and 26-27 no longer satisfies the conditions set 
out in Article 6 PCT. 
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I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application-* 
| | the international application as onemall> filed 

[X] the description- 
pages 

pages 

pages 



1-16 



. as originally filed 
"iled with the demand 



filed w ith the letter of 



□ 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



. as original 1> tiled 

as amended (together with an> statement under Article 19 

. fled with the demand 



filed w ith the letter of 



□ 



the draw mgs: 
pages 
pages 
pages 



. as orieinallv filed 



filed with the demand 



led w ith the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as orieinallv filed 



filed with the demand 



filed w ith the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authoritv in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item 

These elements were available or furnished to this Authontv m the following language 



vhich is: 



[ | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminar> examination (under Rule 55.2 and.' 
or 55.3 ) 

3. With regard to anv nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
prelimmarv examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

| 1 contained in the international application in written form. 

[ 1 filed together with the international application in computer readable form. 

1 1 furnished subsequently to this Authontv in written form. 

| 1 furnished subsequent!) to this Authontv in computer readable form. 

| | The statement that the subsequent!) furnished written sequence listing does not go bev ond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 
| | The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages 

1 1 the claims. Nos 

[ 1 the drawings, sheets tig 



□ 



"* A>:\ 



1'his report has been established as if (some ofi the amendments had not been made, since the> have been considered to go 
bev ond lite disclosure as filed. a> indicated in the Supplemental Box (Rule "0.2(c)).** 



;c ( >",vc (»: ''esronse to an invitation unaer Article 1 4 are referred to 
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vv'v.; ;■■ < unaer item ami annexe J to Jus /vr^'Y 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (M) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16, 18, 19 



17 



1-16, 18, 19 



17 



1-19 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Boxes V and VI 



The following documents cited in the international search 
report have been considered relevant to the examination of 
the present application. The numbering given below will be 
used throughout the procedure . 

Dl: EP-A-0 736 541 (LILLY CO ELI) 9 October 1996 
(1996-10-09) 

D2: WO 98 23637 A (FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO) 4 
June 1998 (1998-06-04) 

D3: EP-A-0 644 199 (FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO) 22 
March 1995 (1995-03-22) 

D4 : WO 99 29716 A (HOECHST MARION ROUSSEL) 17 June 
1999 (1999-06-17) 

D5: WO 96 13272 A (MERCK & CO INC) 9 May 1996 (1996- 
05-09) 



I . Novelty 

I . 1 Documents Dl and D5 disclose cyclohexapept ide 

compounds , methods for preparing same and the use 
thereof as antifungal agents. Said compounds are 
characterised in that an ornithine fragment of which 
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the amine function in position C-2 is substituted by 
an acyl grouping is present within the 
cyclohexapept ide ring. The compounds of the 
invention having formula (I) (see page 1 of the 
description) have the same basic skeleton but differ 
from the compounds of Dl and D5 in that they are 
differently substituted in positions C-4 and C-5 on 
the ornithine fragment. Specifically, they comprise 
an amine derivative in position C-4 and no hydroxy 
grouping . Therefore, the subject matter of claims 1- 
13 can be considered to be novel over the content of 
Dl and D5 . 

It follows that the method for preparing the 
compounds according to the invention is also novel 
over Dl and D5, as is the use of said compounds as 
an antifungal agent or as a drug. Therefore, claims 
14, 18 and 19 can also be considered to be novel 
over the content of Dl and D5 . 



The precursor compounds having formula (II) (see 
page 8 of the description) are also differently 
substituted on the ornithine fragment since they 
comprise a ketone function in position C-4 and no 
substituent in position C-5. It follows that these 
compounds are also novel over Dl and D5, as is the 
method for preparing same. Therefore, the subject 
matter of claims 15 and 16 can be considered to be 
novel over the content of Dl and D5 . 
Finally, the starting compounds having formulae 
(III) and (IV) (see page 9 of the description) and 
comprising hydroxy groupings in positions C-4 and C- 
5 differ from the similar compounds disclosed in 
documents Dl and D5 (see compound (I) on page 3 of 
Dl and compound (A) on page 10 of D5) in that they 
are differently substituted in position C-2 (non- 



I-'orm PCT IPE1A 409 (Box VII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR 00/01569 



substituted amine in the compounds of formula (III) 
and acyl with aromatic heterocyclic rings in the 
compounds of formula (IV)). Therefore, claim 17 can 
also be considered to be novel over the content of 
Dl and D5 . 



1.2 The cyclohexapept ide compounds disclosed in 

documents D2 and D3 also comprise an ornithine 
fragment of which the amine function in position C-2 
is substituted by an acyl grouping. The compounds of 
the invention having formula (I) (see page 1 of the 
description) differ from the compounds of D2 and D3 
in that they are differently substituted on the 
ornithine fragment in positions C-4 and C-5 . 
Specifically, they comprise an amine derivative in 
position C-4 and no hydroxy grouping . Therefore, the 
subject matter of claims 1-13 can be considered to 
be novel over the content of D2 and D3. 
It follows that the method for preparing the 
compounds according to the invention is also novel 
over D2 and D3, as is the use of said compounds as 
an antifungal agent or as a drug. Therefore, claims 
14, 18 and 19 can also be considered to be novel 
over the content of D2 and D3 . 

The precursor compounds having formula (II) (see 
page 8 of the description) also differ from the 
compounds of D2 and D3 by virtue of their 
substitution on the ornithine fragment since they 
comprise a ketone function in position C-4 and no 
substituent in position C-5. Therefore, these 
compounds are also novel over D2 and D3, as is the 
method for preparing same. It follows that the 
subject matter of claims 15 and 16 can also be 
considered to be novel over the content of D2 and 
D3. 
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However, the starting compounds having formulae 
(III) and (IV) (see page 9 of the description) and 
comprising hydroxy groupings in positions C-4 and C- 
5 are anticipated by some of the compounds described 
in documents D2 (starting compounds and certain 
resulting products, see pages 77, 97 and 99) and D3 
(compounds of formula (II), see page 4). Among said 
compounds, the following can be cited: 

- the starting compound used in examples 1-30 of D2 
(see page 77) has formula (II), wherein the 
substituents have the following definitions: R 3 is 
CH 3 , R 4 is OH, T is CH 2 CONH 2 , W is OH, Y is OS0 3 H, Z 
is CH 3 and R is H; 

- starting compound 31 and the conversion product 
thereof according to example 31 of D2 (see page 97) 
have formula (IV), wherein the substituents have the 
following definitions: R 3 is CH 3 , R 4 is OH, T is 
CH 2 CONH 2 , W is OH, Y is OS0 3 Na or OH, Z is CH 3 and R 
is 4- [ 5 - ( 4-pentyloxyphenyl ) i soxazol- 3 -yl ] benzoyl ; 

- compound 32 of D2 (see page 99) has formula (IV), 
wherein the substituents have the following 
definitions: R 3 is CH 3 , R 4 is OH, T is CH 2 CONH 2 , W is 
OH, Y is OS0 3 H, Z is CH 3 and R is 4-[5-(4- 
pentyloxyphenyl ) isoxaz o 1-3 -yl] benzoyl; 

- the starting compound and the conversion product 
thereof according to preparation 10 of D3 (see page 
18) have formulae (III) and (IV), respectively, 
wherein the substituents have the following 
definitions: R 3 is CH 3 , R 4 is OH, T is CH 2 CONH 2 , W is 
OH, Y is OS0 3 H or OH, Z is CH 3 and R is H and CO- 
CioH^-0 (CH 2 ) 6 CH 3 , respectively; 

- the starting compound used in preparations 11 to 
13 in D3 (see pages 19-21) has formula (III), 
wherein the substituents have the following 
definitions: R 3 is CH 3 , R 4 is OH, T is CH 2 CONH 2 , W is 
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OH, Y is OSO3H, Z is CH 3 and R is H; 

- the starting compound used in examples 3, 8 and 11 
of D3 (see pages 26, 31 and 34) has formula (IV), 
wherein the subst ltuent s have the following 
definitions: R 3 is CH 3 , R 4 is OH, T is CH 2 CONH 2 , W is 
OH, Y is OS0 3 Na, Z is CH 3 and R is CO-Ci 0 H 4 - 
0(CH 2 ) 6 CH 3 . 

Therefore, claim 17 lacks novelty over the content 
of documents D2 and D3 . 

1.3 Document D4 was published on 17 June 1999, i.e. 
after the priority date on which the right of 
priority of the present application as filed is 
based, and thus cannot be considered to be a prior 
art document under the terms of PCT Article 64.1. 

Furthermore, having investigated the validity of the 
right of priority claimed by the present application 
as filed, the IPEA has concluded that the right of 
priority in question is valid and that, as a result, 
the content of D4 likewise could not be considered 
to be prior art in the context of a possible future 
European regional procedure (EPC Article 54(2) and 
54 (3) ) . 

1.4 In conclusion, claims 1-16, 18 and 19 comply with 
the requirements of PCT Article 33(2), but the 
requirements of novelty defined in said Article have 
not been met by claim 17. 

II . Inventive step 



The inventiveness of 



the subject matter claimed in 



the present application can be examined only for the 



subject matter acknowledged tc be novel, namely the 
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subject matter of claims 1-16, 18 and 19. Since the 
subject matter of claim 17 fails to comply with the 
requirements of novelty of PCT Article 33(2), it 
cannot be considered to be inventive. 

Document D5, which is considered to be the closest 
prior art, describes a zacyclohexapept ide compounds 
comprising an ornithine fragment substituted by a 
hydroxy grouping in position C-4 and by an amine 
derivative in position C-5. 

The problem that the present invention is intended 
to solve is that of providing novel antifungal 
compounds . 

As a solution to this problem, the present invention 
proposes developing compounds based on the same 
skeleton as the compounds of D5 but having a 
different substitution on the ornithine fragment, 
i.e. an amine derivative in position C-4 and no 
hydroxy grouping . 

Since no prior art document suggests such an 
alteration, the subject matter of claims 1-16, 18 
and 19 can be considered to be inventive, and said 
claims comply with the reguirements of PCT Article 
33(3) . 
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V II. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. In the event of entry int 

phase, doucments Dl to D3 
and briefly discussed in 
27 (lb) ) . 



o the European regional 
and D5 should be cited 
the description (EPC Rule 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilies de rempiacement qui ont ete remises 
a I' office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a ('article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 1 7))\ 

Description, pages: 

1 -1 6 version initiale 



Revendications, N °: 

1 -1 9 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de ('administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le iistage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : * 

□ de la description, pages : 

□ des revendications. n :s : 

□ des dessins. feuilies : 



55.3). 
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5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'mvention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 

70.2(c)) : 

(Toute feuille de rempiacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations compiementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industriefle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non 

Activite inventive Oui : 

Non 

Possibility d'application industrielle Oui : 

Non 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et / ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



Revendications 1-16, 18-19 

Revendications 17 

Revendications 1-16, 18-19 

Revendications 17 

Revendications 1-19 
Revendications 
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Concernant les points V et VI 

Les documents suivants, cites dans le Rapport de Recherche International, ont ete 
consideres comme pertinents pour I'examen de la presente demande. Leur numerotation 
sera conservee tout au long de la procedure. 

D1: EP-A-0 736 541 (LILLY CO ELI) 9 octobre 1996 (1996-10-09) 

D2: WO 98 23637 A (FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO) 4 juin 1 998 (1 998-06- 

04) 

D3: EP-A-0 644 199 (FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO) 22 mars 1995 (1995-03- 
22) 

D4: WO 99 29716 A (HOECHST MARION ROUSSEL) 17 juin 1999 (1999-06-17) 

D5: WO 96 13272 A (MERCK & CO INC) 9 mai 1996 (1996-05-09) 

I, Nouveaute 

1.1 Les documents D1 et D5 divulguent des composes cyclohexapeptides, leurs 
procedes de preparation et leur utilisation comme agents antifongiques. Ces 
composes sont caracterises par la presence au sein du cycle cyclohexapeptidique 
d'un fragment ornithine dont la fonction amine en position C-2 est substitute par un 
groupement acyle. Les composes selon Tinvention illustres par la formule (I) (v. 
description P. 1) reposent sur le meme squelette de base mais se differencient des 
composes de D1 et D5 en ce qu'ils sont substitues de fagon differente sur le 
fragment ornithine en position C-4 et C-5. En I'occurrence ils comportent un derive 
amine en position C-4 et pas de groupement hydroxy . L'objet des revendications 
1-13 peut ainsi etre reconnu comme nouveau par rapport au contenu de D1 et 
D5. 

Par consequent, le procede de preparation des composes selon I'invention est 
egalement nouveau par rapport a D1 et D5, de meme que I utilisation de ces 
composes comme antifongique ou comme medicament. La nouveaute des 
revendications 14 et 18-19 peut done egalement etre reconnue par rapport au 
contenu de D1 et D5. 
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Les composes precurseurs repondant a la formule (II) (v. description P. 8) sont eux 
aussi substitues de fagon differente sur le fragment ornithine puisqu'ils comportent 
une fonction cetone en C-4 et pas de substituant en C-5. Ces composes sont done 
nouveaux par rapport a D1 et D5 et leur procede de preparation Test par consequent 
aussi. Ainsi I'objet des revendications 15 et 16 peut egalement etre considere 
comme nouveau par rapport au contenu de D1 et D5. 

Enfin, les composes de depart repondant aux formules (III) et (IV) (v. description P. 
9), qui comportent des groupements hydroxy au niveau des positions C-4 et C-5, se 
differencient des composes similaires divulgues dans les documents D1 et D5 (v. 
compose (I), P. 3 dans D1 et compose (A), P. 10 dans D5) en ce qu'ils sont 
substitues de fagon differente au niveau de la position C-2 (amine non substitute 
pour les composes de formule (III) et acyle portant des heterocycles aromatiques 
pour les composes de formule (IV)). La nouveaute de la revendication 17 peut 
ainsi egalement etre reconnue par rapport au contenu de D1 et D5. 

1. 2 Les composes cyclohexapeptides divulgues dans les documents D2 et D3 
comportent eux aussi un fragment ornithine dont la fonction amine en position C-2 
est substitute par un groupement acyle. Les composes selon ('invention illustres par 
la formule (I) (v. description P. 1) se differencient des composes de D2 et D3 en ce 
qu'ils sont substitues de fagon differente sur le fragment ornithine en position C-4 et 
C-5. En I'occurrence ils comportent un derive amine en position C-4 et pas de 
groupement hydroxy . L'objet des revendications 1-13 peut ainsi etre reconnu 
comme nouveau par rapport au contenu de D2 et D3. 

Par consequent, le procede de preparation des composes selon invention est 
egalement nouveau par rapport a D2 et D3, de meme que ('utilisation de ces 
composes comme antifongique ou comme medicament. La nouveaute des 
revendications 14 et 18-19 peut done egalement etre reconnue par rapport au 
contenu de D2 et D3. 

Les composes precurseurs repondant a la formule (II) (v. description P. 8) se 
differencient egalement des composes de D2 et D3 par leur substitution sur le 
fragment ornithine puisqu'ils comportent une fonction cetone en C-4 et pas de 
substituant en C-5. Ces composes sont done nouveaux par rapport a D2 et D3 et !eur 
procede de preparation Test par consequent aussi. Ainsi l'objet des revendications 
15 et 16 peut egalement etre considere comme nouveau par rapport au 
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contenu de D2 et D3. 

En revanche, les composes de depart repondant aux formules (III) et (IV) (v. 
description P. 9), qui comportent des groupements hydroxy au niveau des positions 
C-4 et C-5, sont anticipes par certains des composes decrits dans les documents D2 
(composes de depart et certains produits obtenus, v. P. 77, 97 et 99) et D3 
(composes selon la formule (II), v. P. 4). Parmi ces composes, on peut citer les 
suivants : 

- le compose de depart utilise pour les exemples 1-30 dans D2 (v. P. 77) repond a 
la formule (III) dans laquelle les substituants ont la definition suivante : R 3 = CH 3 , R 4 
= OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, Y = OS0 3 H, Z = CH 3 , R = H; 

- le compose de depart 31 et son produit de transformation selon I'exemple 31 de D2 
(v. P. 97) respondent a la formule (IV) dans laquelle les substituants ont la definition 
suivante : R 3 = CH 3 , R 4 = OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, Y = OS0 3 Na ou OH, Z = 
CH 3 , R = 4-[5-(4-pentyloxyphenyl)isoxazol-3-yl]benzoyl; 

- le compose 32 de D2 (v. P. 99) repond a la formule (IV) dans laquelle les 
substituants ont la definition suivante : R 3 = CH 3 , R 4 = OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, 

Y = OS0 3 H, Z = CH 3 , R = 4-[5-(4-pentyloxyphenyl)isoxazol-3-yl]benzoyl; 

- le compose de depart et son produit de transformation selon la preparation 10 de 
D3 (v. P. 18) respondent aux formules (III) et (IV), respectivement, dans laquelle les 
substituants ont la definition suivante : R 3 = CH 3 , R 4 = OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, 

Y = OS0 3 H ou OH, Z = CH 3 , R = H et CO-C 10 H 4 -O(CH 2 ) 6 CH 3 respectivement; 

- le compose de depart utilise pour les preparations 11-13 dans D3 (v. P. 19-21) 
repond a la formule (III) dans laquelle les substituants ont la definition suivante : R 3 
= CH 3 , R 4 = OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, Y = OS0 3 H, Z = CH 3 , R = H; 

- le compose de depart utilise pour les exemples 3, 8 et 1 1 dans D3 (v. P. 26, 31 et 
34) repond a la formule (IV) dans laquelle les substituants ont la definition suivante 
: R 3 = CH 3 , R 4 = OH, T = CH 2 CONH 2 , W = OH, Y = OS0 3 Na, Z = CH 3 , R =CO-C 10 H 4 - 
0(CH 2 ) 6 CH 3 . 

Ainsi la revendication 17 manque de nouveaute par rapport au contenu des 
documents D2 et D3. 

1. 3 Etant publie le 17.06.99, c'est-a-dire apres la date de priorite sur laquelle la presente 
demande telle que deposee se repose pour revendiquer un droit de priorite, le 
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document D4 ne peut etre considere comme art anterieur au sens de I'Art. 64.1 PCT. 

D'autre part, apres une investigation sur la validite du droit de priorite revendique par 
la presente demande telle que deposee, I'lPEA a conclu que le droit de priorite en 
question etait valide et que, par consequent, le contenu de D4 ne serait egalement 
pas considere comme art anterieur dans le cadre d'une eventuelle procedure 
regionale Europeenne a venir (cf. Art. 54(2) et 54(3) CBE). 



1. 4 En conclusion, les revendications 1-16 et 18-19 remplissent les conditions requises 
a I'Art. 33(2) PCT, mais les criteres de nouveaute defints a cet article ne sont pas 
satisfaits par la revendication 17. 



II. Activite inventive 

Lexistence d'une activite inventive concernant les objets revendiques par la presente 
demande ne peut etre examinee que pour ceux qui ont ete reconnus comme 
nouveaux, en I'occurrence Tobjet des revendications 1-16 et 18-19. L'objet de la 
revendication 17 ne satisfaisant pas les criteres de nouveaute definis a I'Art. 33(2) 
PCT, il ne peut done pas etre reconnu comme inventif. 



Le document D5, considere comme art anterieur le plus rapproche, divulgue des 
composes azacyclohexapeptides comportant un fragment ornithine substitue en 
position C-4 par un groupement hydroxy et en position C-5 par un derive amine. 

Le probleme a resoudre par la presente invention consiste a mettre de nouveaux 
composes antifongiques a disposition. 

Pour apporter une solution a ce probleme, la presente invention propose de 
developper des composes reposant sur le meme squelette que les composes de D5 
mais avec une substitution differente sur le fragment ornithine, en I'occurrence avec 
un derive amine en position C-4 et pas de groupement hydroxy . 
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Comme aucun document de I'art anterieur ne suggere une telle modification, 
Tobjet des revendications 1-16 et 18-19 petit etre reconnu comme inventif et 

ces revendications satisfont aux criteres definis a I'Art. 33(3) PCT. 



Concernant le point VII 



Lors d'une eventuelle entree en phase regionale Europeenne, les documents D1-D3 
et D5 devraient etre cites et brievement commentes dans la description, afin de 
satisfaire aux recommandations de la Regie 27(1 b) CBE. 
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Nouveaux genes de Candida al 



ilda albicans et 



les proteines codees par ces genes . 

La Dresente invention concerne de nouveaux genes de 
5 Candida albicans et ies proteines codees par ces genes amsi 
que les polynucleotides (ARN, ADN) codant pour ces proteines 
ou pour les polypeptides analogues de ces proteines . 

La presence invention concerne egalement le procede de 
preparation de ces polypeptides et polynucleotides, leur 
0 utilisation pour 1 ' etude de mycetes pathogenes et notamment 
de Candida albicans et pour la preparation d' inhibiteurs des 
proteines codees par les genes de la presente invention, ces 
inhibiteurs pouvant etre utilises comme agents antif ongiques . 
La presence invention concerne egalement les compositions 
5 phartnaceutiques contenant de tels inhibiteurs. 

La presente invention concerne done notamment de 
nouvelles proteines de Candida albicans et les sequences 
nucleotidiques codant pour ces proteines, leur preparation et 
leurs utilisations . 
0 Nous utiliserons egalement ci-apres les abreviations 

suivantes : AA pour acides amines, AN pour acides nucleiques, 
ARN pour acide ribonucleique , ARNm pour ARN messager, RNase 
pour ribonuclease, ADN pour acide desoxyribonucleique, ADNc 
pour ADN complementaire, pb pour paires de bases, ?CR pour 
5 reaction en chaine par une polymerase, C.a. ou C. albicans 
pour Candida albicans, E. coli pour Escherichia coli et 
S. cerevisiae pour Saccharomyces cerevisiae . 

Le terme criblage utilise ci-apres correspond au terme 
anglosaxon screening . 
0 Le terme polynucleotides designe ci-apres les polynucleotides 
de la presente invention soit les sequences d'ADN et 
egalement d' ARN codant pour les proteines de la presente 
invention et leurs homologues codant pour des proteines de 
meme f one t ion . 

55 Le terme polypeptides designe ci-apres les polypeptides 

3e ia presente invention soit les proteines de la presence 
invention et leurs analogues ou homologues fonctionnels tels 
oue defmis ci-apres, ayant done les memes f one t ions . 
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Le terme mycete designe ci-apres un organisme eucaryote , 
porteur de spores, dont la nutrition se fait par absorption, 
qui est depourvu de chlorophylle et qui se reproduit de fagon 
sexuee ou asexuee. 
5 Les mycoses sont des infections de 1 ' homme ou des 

animaux qui peuvent etre superf icielles ou profondes, causees 
par des champignons pathogenes . Dans le cas de mycoses 
profondes, elles peuvent etre tres severes et de pronostic 
grave . 

10 Des substances antimycotiques a effets f ongistatiques ou 

fongicides sont utiiisees dans le traitement des mycoses. Ce 
traitement est difficile car il existe peu de substances 
antif ongiques disponibles pour la therapeutique et elles one 
souvent des effets secondaires qui limitent leur utilisation. 

15 Par exemple, 1 ' Amphotericine B qui represente le traitement 
de choix des mycoses profondes, a des effets secondaires 
nephrotoxiques . 

II existe done une forte demande pour de nouvelles 
substances efficaces contre les champignons pathogenes et 

20 susceptibles d'etre utiiisees en therapeutique contre les 

infections f ongiques . Ces substances pourront etre utiiisees 
soit en prophylaxie, dans le cas des etats d ' immunodepression 
graves soit en traitement curatif des infections f ongiques . 
De plus, ces substances devront avoir un mode d' action 

25 specif ique, leur permettant d'inhiber la croissance ou de 
tuer les cellules de mycetes sans alterer les fonctions 
essentielles des cellules humaines . 

L'objet de la presente invention est de proposer des 
genes pouvant constituer de nouvelles cibles pour 

30 1 1 identification de substances ant i f ongiques et notamment de 
substances permettant de traiter les infections dues aux 
champignons du genre Candida. 

Ces genes seront notamment des genes essentiels 
indispensables a la survie et a la multiplication des 
3 5 cellules . 

Differentes methodes peuvent etre utiiisees pour 
determiner si le produit d 1 un gene est essentiel a la survie 
d 1 un mycete ou essentiel a 1 ' etablissement ou au maintien 
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d'une infection. L' identification du caractere essentiel d'un 
gene apporte une information addit ionnelle concernant sa 
fonction et permet de select ionner ies genes dont ie produit 
constitue une cible interessante pour une substance 
5 antif ongique . Des examples de ces met nodes sor.t resumes 
brievement ci-apres. Ces methodes sont decrites dans les 
ouvrages suivant s : 

- Guthrie C. and Fink G . R . Eds. Menhods in Enzymology, 
Vol 194, 1991, v Guide to Yeast Genetics and Molecular 

10 Biology' , Academic Press Inc. 

- Rose A.H., A . E . Wheals and J.S. Harrison Eds. The 
yeasts, Vol.6, 1995, 'Yeast Genetics' , Academic Press Inc. 
Ausubel F. et al . Eds. 'Short Protocols in Molecular 
Biology', 1995, Wiley. 

15 - Brown A. J. P. and Tuite M.F. (Eds) 'Yeast Gene Analysis' 

Methods in Microbiology, Vol 26, 1998, Academic Press Inc. 

Selon les cas, on utilisera 1 1 une ou 1 ' autre des 
methodes decrites en fonction du resultat recherche. 
Notamment, on pourra proceder par une methode d' inactivation 

20 directe du gene ou d' inactivation transitoire du gene. 

Dans la levure S. cerevislae , la methode la plus 
couramment utilisee consiste a inactiver le gene etudie dans 
le chromosome de la levure. L ' allele sauvage est inactive par 
insertion d'un marqueur genetique (par exemple un gene 

25 d ' auxotrophie ou un marqueur de resistance) . Cette insertion 
est obtenue cn general par la methode de conversion genique a 
l'aide de cassettes de deletion lineaires preparees selon les 
methodes connues telles que decrites dans Guthrie C. and Fink 
G.R. Eds. Methods in Enzymology, Vol 194, 1991, 'Guide to 

30 Yeast Genetics and Molecular Biology', Academic Press Inc. ou 
dans Gultner et al . Nucleic Acid Research, 1996, 24: 2519- 
2524 . 

L ' inactivation se fait dans une souche diplolde puis la 
meiose est induite par des methodes class iques comme par 
3 5 exemple la croissance en milieu pauvre en azote et ies qua t re 
spores issues d 1 asques individuels sont i so lees par 
micromanipulation . L ' inactivation d ' un gene essentiel se 
traduit par une perte de viabilite des deux spores (sur 
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quaere) qui ont acquis ie marqueur de selection. La viabiiite 
de ces spores peut etre restauree par 1 1 introduction dans la 
souche d'un plasmide cent romeri que ou replicatif portant une 
copie du gene sauvage . 
5 On peut egalement proceder par inactivation transitoire 

du gene : 1 ' utilisation de promoteurs regulabies permet 
egalement de determiner si un gene est essentiel a la survie 
d 1 une cellule. Pour ce faire, on remplace le promoteur natif 
du gene par un promoteur regulable directement sur le 

1 0 chromosome ou sur un plasmide extra - chromosomique . On peut 
par exemple utiliser le promoteur GAL ou ses derives ou le 
promoteur tetO (Mumberg et al . 1934, Nucleic Acid Research, 
22 : 5767-5768 ; Belli et al . 1938, Yeast, 14 : 1127-1133). 
Le caractere essentiel du gene etudie peut ainsi etre observe 

15 lorsque le promoteur utilise est reprime, soit dans les 

souches haploides chez la levure S. cezavis iae , soit apres 
inactivation du deuxieme allele chez les micro-organismes 
diploides tels que C. albicans. 

A partir d'un gene essentiel connu dans une espece , on 

20 peut proceder a 1 ' identification de genes homologues ou de 
meme fonction dans une autre espece de mycete : les methodes 
connues peuvent etre utilisees pour identifier les genes 
homologues d'un gene etudie dans une autre espece de mycete 
(genes dits v orthologues ' ) ou les genes de meme fonction que 

25 le gene etudie. Des exemples de methodes utilisables sont 
develcppees c: -apres . Ces methodes sont decrites dans les 
ouvrages suivants : 

Sambrook et al . 1989, Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press . 

30 - Ausubel F . et al . Eds. x Short Protocols in Molecular 

Biology', 1995, Wiley. 

- Guthrie C . and Fink G . R . Eds . Methods in Enzymology , 
Vol 194, 1991, 'Guide to Yeast Genetics and Molecular 
Biology', Academic Press Inc. 

3 5 On peut proceder par exemple par criblage par homologie, 

par complementation genique ou encore par amplification par 
PCR en utilisant des amorces specif iq<-:es a partir de banques 
d 1 ADN genomique ou de banques d ' ADN complement aire (ADNc) des 
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mycetes pathogenes . 

Les banques d ' ADN genomique ou d ' ADNc peuvent e:re 
preparees selon les methodes connues et les fragments 
Dolynucleot idiques obtenus son: irxegres dans un vecueur 
5 d ' expression, par exemple un vecteur tel que pRS4 2 3 ou ses 
derives qui sont utilisables aussi bien dans la oacterie E. 
coll que dans S. ce revisiae . Le cribiage de ia banque se fera 
par les methodes classiques d ' hybridation in slzu sur une 
replique des colonies bacceriennes . Les conditions 

10 d 1 hybridation seront adaptees a la scringence voulue pour la 
reaction, de f agon a identifier des fragments de plus ou 
moins grande homoiogie avec ie gene etudie. 

Les genes des autres especes de mycetes peuvent 
egalement etre identifies par des methodes connues dites de 

15 'complementation genique' . Par exemple, une souche de 

S. cerevlslae dans laquelle un gene essentiel identifie a ere 
place sous le controle d'un promoteur regulable peut etre 
transformee par un echantillon representatif d ' une banque 
d'ADN ou d 1 ADNc correspondant au mycete etudie tel que 

20 C. albicans . Lorsque les levures sont cultivees dans des 
conditions telles que le promoteur est reprime, seules 
peuvent survivre les levures portant un vecteur recombinant 
contenant une sequence du mycete etudie f onct ionnellement 
equivalente au gene essentiel initial. La sequence du gene 

25 dans le mycete etudie est ensuite identifiee en isolant le 
vecteur recombinant et en le sequengant selon les methodes 
connues. De la meme fagon, la methode dite de x piasmid 
shuffle' permet de select lormer les levures ayant perdu 
1' expression du gene essentiel initial et contenant une 

3 0 sequence f onctionnellement equivalente provenant d'un autre 
mycete . 

L' etude peut etre realisee sur differences especes : les 
genes f onct ionnellement equivalents ou homologues en sequence 
a un gene essentiel peuvent etre isoies dans d ' autres mycetes 
35 et notamment dans les differents mycetes pathogenes pour 
1 ' homme . Pour cela peuvent etre utilises notamment les 
mycetes appartenant aux classes Zygomycetes, Basidiomycetes , 
Ascomycetes et Deuteromycetes . Tout particulierement , les 
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mycetes appart iendront aux sous -classes Candida spp . , 
notamment Candida albicans , Candida glabra ta , Candida 
zropicalis / Candida parapsiiosis e: Candida krusei . Les 
mycetes appart iendront egalement aux sous -classes Aspergillus 
5 fumigazus , Coccidioides immi zis , Crypzccoccus neoformans , 
Histoplasma capsulatum , Blastomyces dermatidis , 
Paracoccidioides brasiliensis ez Sprorovhrix schenckii . 

La presente invention concerne ainsi 1 ' identification de 
substances ant imycot iques telles que notamment de substances 
10 ant i - Candida albicans . 

La presente invention concerne ainsi des inhibiteurs de 
proteines fong iques pouvant etre utilises comme agents 
ant if ongiques . 

On connait ainsi des organismes pathogenes tels que la 
15 levure pathogene Candida albicans qui causent des maladies 
infectieuses dans l'organisme humain . Dans le but de trouver 
des moyens de traiter des maladies , on peut choisir des 
cibies telles que par exemple intraceilulaires et 1 ' une ou 
plusieurs des proteines de la presente invention codees par 

2 0 les genes de la presente invention peut ou peuvent etre 1 ' une 

ou certaines de ces cibies . 

La presente invention a ainsi permis d'isoler des 
polynucleotides ADN et ARN codant pour des proteines de 
Candida albicans et de reveler leurs sequences 
25 nucleotidiques . 

Nous appe Herons les genes de la presente invention 
codant pour les proteines de Candida albicans de la presente 
invention comme suit : CaDR472 , CaDR489 , CaDR527 sous forme 
de deux alleles differents soit lCaDR527 et 2CaDR527, 
30 CaFL024, CaNL260 et CaDR3 61. 

Les sequences nucleotidiques de ces genes (et des deux 
alleles pour CaDR527) sont donnes dans ie listing de 
sequences ci -apres et sont respect ivement nommes comme suit : 

- SEQ ID N° 1 pour CaDR472, 

3 5 - SEQ ID N° 3 pour CaDR48 9 / 

- SEQ ID N° 5 pour le ler allele de CaDR527 soit !CaDR527, 

- SEQ ID N° 7 pour le 2eme allele de CaDR527 soit 2CaDR527, 

- SEQ ID N° 9 pour CaFL024, 



+ 
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- SEQ ID N° 11 pour CaNL260 

- et SEQ ID N° 13 pour CaDR361. 

Les sequences polypept idiques des proteines codees par 
les genes de la presente invention sont respect ivement 
5 nominees comme suit : 

- SEQ ID N° 2 cu PCaDR472 pour la proteine codee par 
CaDR4 7 2 , 

- SEQ ID N° 4 ou PCaDR489 pour la proteine codee par 
CaDR4 8 9 , 

10 - SEQ ID N° 6 ou l?CaDR527 pour la proteine codee par 
lCaDR527 , 

- SEQ ID N° 8 ou 2PCaDR527 pour la proteine codee par 
2CaDR527 , 

- SEQ ID N° 10 ou PCaF LG24 pour la proteine codee par 
15 CaFL024, 

- SEQ ID N° 12 ou PCaNL260 pour la proteine codee par 
CaNL2 6 0 

- et SEQ ID N° 14 ou PCaDR361 pour la proteine codee par 
CaDR3 61 . 

2 0 La presente invention a done pour objet des 

polynucleotides isoles contenant chacun une sequence 
nucleot idique choisie dans ie groupe suivant : 

a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moms 
60 % et de preference au moins 70 % d' identite avec un 
25 polynucleotide codant pour un polypeptide ayant la meme 
fonction et ayant une sequence en acides amines homologue 
d'une sequence choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID 
N° 14, telles que definies ci-dessus et ci-apres, 
30 b) un polynucleotide complementaire du polynucleotide a) 

c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases 
consecutives du polynucleotide def ini en a) et b) . 

La presente invention a ainsi pour objet les 
polynucleotides definis ci-dessus teis que ces 
35 polynucleotides sont des ADN . 

La presente invention a ainsi pour objec les 
o o 1 vnu cieotides definis ci - dessus tels cru e ces 
oolvnucleot ides sont des ARN . 
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La presente invention a plus precisement pour objet ies 
polynucleotides tels que definis ci-debius cotnprenant chacun 
une sequence de nucleotides choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID 
N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 ez 
5 SEQ ID N° 13 telles que definies ci-dessus et ci-apres. 

La presente invention a amsi permis d'isoler les 
sequences d'ADN codant respect ivement pour Ies proteines de 
Candida albicans PCaDR472, ?CaDR489, l?CaDR527 / 2?CaDR527 , 
PCaFL024, PCaNL260 / PCaDR361, telles que definies ci-dessus. 
10 La presente invention a egalement permis de reveler les 

sequences d'acides nucleiques des genes de la presente 
invention et egalement Ies sequences d'acides amines des 
proteines PCaDR472, PCaDR433 / !PCaDR527 / 2?CaDR527, PCaFL024 / 
PCaNL260 / PCaDR361, codees par ces genes. 
15 La presente invention a ainsi pour objet les sequences 

d'ADN telles que definies par les polynucleotides ci-dessus, 
caracterisees en ce que ces sequences d'ADN sent celles des 
genes codant respectivement pour des proteines de Candida 
albicans (ayant les memes fonctions que ies proteines 
20 PCaDR472, ?CaDR489 / lPCaDR527, 2?CaDR527, PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR3 6 1 ) et contenant chacune une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13 telles que 
definies ci-dessus et ci-apres. 
25 Une telle sequence SEQ ID N° 1 de la presente invention 

comprend done 747 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 3 de la presente invention 
comprend done 711 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 5 de la presente invention 
3 0 comprend done 13 83 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 7 de la presente invention 
comprend done 13 83 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 9 de la presente invention 
comprend done 22 62 nucleotides. 
35 Une telle sequence SEQ ID N° 11 de la presente invention 

comprend done 447 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 13 de la presente invention 
comprend done 966 nucleotides. 
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La presente invention a auss: pour objet les sequences 
d'ADN de genes telles que definies ci-dessus codan: chacune 
pour une sequence d'acides amines chcisie parmi SEQ ID N° 2, 
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID 
5 N° 12 et SEQ ID N° 14 . 

La sequence SEQ ID N° 2 de la pro" erne PCaDR4 72 comprend 
done 243 AA. 

La sequence SEQ ID N° 4 de la proteme PCaDR4 8 9 comprend 
done 23 6 AA. 

10 La sequence SEQ ID N° 5 de la proteme !PCaDR527 

comprend done 46 0 AA. 

La sequence SEQ ID N° 3 de la proteme 2?CaDR527 
comprend done 46 0 AA. 

La sequence SEQ ID N° 10 de la proteine FCaFL024 
15 comprend done 753 AA. 

La sequence SEQ ID N° 12 de la proteine PCaNL260 
comprend done 14 8 AA . 

La sequence SEQ ID N° 14 de la proteine PCaDR3Sl 
comprend done 321 AA. 
20 La presente invention a part iculierement pour objet les 

sequences d'ADN codant pour les proteines PCaDR472 / ?CaDR4 39 , 
lPCaDR527 / 2PCaDR527 , PCaFL024 / ?CaNL26G / PCaDR361 teiles que 
definies ci-dessus ainsi que les sequences d'ADN qui 
hybrident avec celles-ci et/ou presentent des homologies 
25 signif icatives avec ces sequences ou des fragments de celles- 
ci et codent pour des proteines ayant les memes fonctions. 

La presente invention a egalement pour objet les 
sequences d'ADN telles que definies ci-dessus comprenant des 
modifications introduites par suppression, insertion et/ou 
30 substitution d'au moins un nucleotide codant pour des 
proteines ayant les memes activites que les proteines 
PCaDR472 / PCaDR489 / !PCaDR527 / 2PCaDR527, PCa?L024 , PCaNL260 / 
PCaDR36I teiles que definies ci-dessus. 

La presente invention a notamment pour objet les 
35 sequences d'ADN telles que definies ci-dessus ainsi que les 
sequences d'ADN qui ont une homologie de sequence 
nucleotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec lesdites sequences d'ADN. 
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La presence invention a ainsi egalement pour ob j et ies 
sequences d'ADN telles que definies ci-dessus amsi que les 
sequences d'ADN qui coder. t pour des proteines de f one t ions 
similaires done ies sequences respectives er. AA one une 
5 homologie d'au moins 40 % et notammer.t de 45 % ou d'au moins 
50 %, plutot au moins 60 % et de preference au moins 70 % 
avec les sequences en AA codees par iesdites sequences d'ADN. 

Par sequences qui hybrident, on inclut les sequences 
d'ADN qui hybrident avec I'une des sequences d'ADN ci-dessus 
10 sous des conditions standard de stringence elevee, moyenne cu 
basse et qui codent pour un polypeptide ayant la meme 
f onction. Les conditions de stringence sont celles realisees 
dans les conditions connues de l'homme du metier telles que 
celles decrites par Sambrook et al, Molecular cloning, Cold 
15 Spring Harbor Laboratory Press, 1989. De telles conditions de 
stringence sont par exemple une hybridation a 65°C, pendant 
18 heures dans une solution 5 x SSPE ; 10 x Denhardt ' s ; 
10 0 ng/m± ADNss ; 1 % SDS suivie de 3 lavages pendant 5 
minutes avec 2 x SSC ; 0,05 % SDS, puis 3 lavages pendant 15 
20 minutes a 6 5°C dans 1 x SSC ; 0 , 1 % SDS. Les conditions de 
forte stringence comprennent par exemple une hybridation a 
65 °C, pendant 18 heures dans une solution 5 x SSPE ; 10 x 
Denhardt ; 100 /ig/ml ADNss ; 1 % SDS suivie de 2 lavages 
pendant 20 minutes avec une solution 2 x SSC ; 0,05 % SDS a 
25 65°C suivis d'un dernier lavage pendant 45 minutes dans une 
solution 0,1 x SSC ; 0,1 % SDS a 65 °C. Les conditions de 
stringence moyenne comprennent par exemple un dernier lavage 
pendant 2 0 minutes dans une solution 0,2 x SSC, 0,1 % SDS a 
65°C. 

3 0 Par sequences qui presentent des homologies 

signif icatives, on inclut les sequences ayant une identite 
moderee ou importante de sequence nucleotidique avec 1 ' une 
des sequences d'ADN ci-dessus et qui codent pour une proteme 
ayant la meme f onction. 

35 par sequence d'ADN similaires, on entend ainsi des 

sequences d'ADN qui peuvent appartenir a d'autres mycetes que 
Candida albicans et notamment a S.c. et qui sont similaires 
ou identiques aux sequences d'ABN des genes de Candida 
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albicans tels que definis ci-dessus. Ces sequences d'ADN 
similaires ne sont pas forcemeni identiques aux sequences 
d'ADN des genes tels que definis ci-dessus. L' homologie de 
sequence au niveau nucleot idique peut-etre moderee ou 
5 imoortante. La presente invention concerne amsi notamment 
les sequences d'ADN qui presenters une homologie de sequence 
nucleotidique d'au moins 50 %, de fagon preferee d'au moins 
60 % et de fagon encore plus preferee d'au moins 70 % avec 
les sequences des genes de la presente invention. 
10 De plus, ces sequences d'ADN similaires ne codent pas 

forcement pour des proteines identiques, au niveau des 
sequences en acides amines aux proteines codees par les genes 
tels que definis ci-dessus. Ainsi la presente invention 
concerne notamment les sequences d'ADN qui codent pour des 
15 proteines dites homologues ayant une homologie de sequence en 
acides amines d'au moins 40 %, notamment 45 %, de fagon 
preferee au moins de 50 %, de fagon plus preferee au moms de 
60 % et de fagon encore plus preferee au moins de 70 % avec 
les proteines codees par les genes de la presente invention. 
2 0 Chaque gene de la presente invention est represents 

comme une sequence ADN simple brin comme indique dans SEQ ID 
N o i, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ 
ID N° 11 et SEQ ID N° 13 representees respectivement dans le 
listing de sequences ci-apres, mais il est entendu que la 
25 presente invention inclut la sequence ADN complementaire de 
cette sequence ADN simple brin et inclut egalement la 
sequence ADN dite double brin constitute de ces deux 
sequences ADN complementaires d'une de 1' autre. 

Les sequences d'ADN telles que definies ci-dessus sent 
30 des exemples de combinaison de codons codant pour les acides 
amines correspondant respectivement aux sequences d' acides 
amines SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4 , SEQ ID N° 6, SEQ ID N c 8, 
SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, telles que 
definies ci-dessus, mais il est entendu egalement que la 
35 presente invention inclut toute autre combinaison arbitraire 
de codons codant pour ces memes sequences d' acides amines. 

Pour la preparation des polynucleotides et notamment des 
sequences d'ADN telles que definies ci-dessus, des sequences 
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d'ADN modifiees comme indique ci-dessus ou encore des 
sequences d'ADN homologues telles que definies ci-dessus, on 
peut utiliser les techniques connues de 1 ' homme du metier e: 
notamment celles decrites dans 1 ' ouvrage de Sambrook, J. 
5 Fritsh, S. F . § Maniatis, T. (1989) intitule : Molecular 
cloning : a laboratory manual' , Laboratory, Cold Spring 
Harbor NY. 

Les sequences d'ADN homologues telles que definies ci- 
dessus peuvent notamment etre isolees selon les methodes 

10 connues de 1 ' homme du metier par exemple par la technique de 
PCR en utilisant des amorces nucleot idiques degenerees pour 
amplifier ces ADN a partir de banques gencmiques ou de 
banques d'ADNc des mycetes correspondants. Les ADNc peuvent 
egaiement etre prepares a partir d'ARNm isoles de mycetes 

15 d'especes differentes etudiees dans le cadre de la presente 
invention telles que Candida albicans mais par exemple et 
tout aussi bien : Candida stellatoidea , Candida tropicalis , 
Candida parapsilosis , Candida krusai, Candida pseudo tro- 
picalis , Candida quillermondii , Candida glabrata , Candida 

20 lusianiae ou Candida rugosa ou encore des mycetes telles que 
Saccharomyces cerevisiae ou encore des mycetes du type Asper- 
gillus ou Cryp toco ecus et notamment , par example / Aspergillus 
fumigatus , Coccidioides immicis, Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum , Blastomyces derma ti tidis / Paracoc- 

25 cidioides brasiliens et Sporothrix schenckii ou encore des 
mycetes des classes des phycomycetes or eumycetes en 
particulier les sous-classes de basidiomycetes , ascomycetes, 
rnehiascomycetales (levure) et plectascales, gymnascales 
(champignon de la peau et des cheveux) ou de la classe des 

30 hyphomycetes , notamment les sous-classes conidiosporales et 
thallosporales parmi lesquels les especes suivantes : mucor, 
rhizopus , coccidioides , Paracoccidioides (blastomyces , 
brasiliensis) , endomyces (blastomyces), aspergilius, menici- 
lium (scopulariopsis) , trichophyton (ctenomyces) , epidermo- 

35 phton, microsporon, piedraia, hormodendron, phialophora, 

sporot richon , cryptococcus, Candida, geotrichum, trichosporon 
ou encore toropsulosis . 

Les polynucleotides de la presente invention peuvent 



WO 00/75305 




PCT/TR00/01567 



13 



ainsi etre obtenus en utilisant les methodes usuelles de 
clonage et de criblage telles que eel les de clonage et 
sequengage a part i r de fragments d'ADN chromosome que ext raits 
de cellules ou encore issus de banques de genes. Par exemple, 
5 pour obtenir les polynucleotides de la presence invention, on 
peut partir d'une banque de fragments d'ADN chromosomique . On 
peut preparer une sonde correspondant a un oligonucleotide 
marque par un element radioact i f , constitute de preference de 
17 nucleotides ou encore 20 ou plus et derivee d'une sequence 

10 partielle. Les clones contenant un ADN identique a celui de 
la sonde peuvent etre ainsi identifies sous des conditions 
stringentes . Par le sequengage de clones individuels ainsi 
identifies, en utilisant des amorces de sequengrage issues de 
la sequence d'origine, il est alors possible de prolonger la 

15 sequence dans les deux directions pour determiner la sequence 
du gene complet . De fagon usuelle et efficace, un tel 
sequengage peut etre realise en utilisant un ADN double brin 
denature prepare a partir d ' un plasmide. De telles techniques 
sont decrites par Maniatis, T . Fritsch, E.F. et Sambrook 

20 comme indique ci-dessus. (Laboratory Manual, Cold Spring 

Harbor, New York (198 9) (notamment en 1.90 et 13.70 dans les 
chapitres de screening par hybridation et sequengage a partir 
d'ADN double brin denature) . 

Dans le cadre de la presente invention, on pourrait 

2 5 notamment ut i 1 i ser une banque de f ragment s d ' ADN 

chromosomique de Candida albicans comme indique ci-apres dans 
les exemples decrits dans la partie experimentale . 

Une description detaillee des conditions operacoires 
dans lesquelles a ete real i see la presente invention est 

30 donnee ci-apres. 

L' invention a tout part iculierement pour objet les 
polypeptides ayant chacun une sequence d'acides amines 
choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID 
N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, codes par 

35 les sequences d'ADN telles que defmies ci-dessus et les 
analogues de ces polypeptides. 

Par analogues de polypeptides, on ent end les 
polypeptides dont la sequence d'acides amines a ete modifiee 
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par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
acides amines ma is qui conservent la meme fonction 
biologique. De tels polypeptides analogues peuvent etre 
produits spontanement ou peuvent etre produits par 
5 modification post - transcript lonnel ie ou encore par 

modification de la sequence ADN de la presente invention 
comme indique ci-dessus, en utilisant les techniques connues 
de 1 ' homme du metier : parmi ces techniques, on peut citer 
notamment la technique de mutagenese dirigee connue de 

10 1 ' homme du metier (Kramer, W., et al . , Nucl. Acids Res., 12, 
9441 (1984) ; Kramer, W. and Fritz, H.J., Methods in 
Enzymology, 154, 350 (1987) ; Zoller, M.J. and Smith, M. 
Methods in Enzymology, 100,468 (1983)). 

La synthese d'ADN modifies peut etre faite comme 

15 indique ci-dessus et notamment en utilisant des techniques de 
synthese chimique bien connues teiles que par exemple la 
methode au phosphotriester [Letsinger, R.L and Ogilvie, K.K., 
K. Am. CHEM. Soc . , 91,3350 (1969) ; Merrifield, R.3., 
Sciences, 150, 178 (1968)] ou la methode a la phosphoamidite 

20 [Beaucage, S.L and Caruthers, M .H., Tetrahedron Lett., 22, 
1859 (1981) ; McBRIDE, L.J. and Caruthers, M.K. Tetrahedron 
Lett., 24 245 (1983)] ou encore par la combinaison de ces 
methodes . 

Les polypeptides de la presente invention peuvent done 
25 etre prepares par les techniques connues de 1 ' homme du 
metier, notamment part iellement par synthese chimique ou 
encore par la technique de l'ADN recombinant par expression 
dans une cellule hote procaryote ou eucaryote comme indique 
ci-apres . 

3 0 La presente invention a particulierement pour objet le 

precede de preparation de proteines recombinantes PCaDR472, 
PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 
ayant respect ivement les sequences d' acides amines SEQ ID 
N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, 

35 SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, teiles que definies ci-dessus, 
comprenant, pour la preparation de chacune de ces proteines, 
1' expression dans un hote approprie de la sequence d'ADN 
telle que definie ci-dessus codant pour cetce proteine puis 
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1'isolement et la purification de ladite proteme 
recombinante . 

Pour prcduire les polypeptides de la presence mvencior., 
on peut notamment utiliser les techniques de I ' ADN 
recombinant en utilisanc les methodes de genie genetique et 
de culture cellulaire connues de l'hotnme du metier. On peut 
ainsi proceder par les etapes suivantes : d'abord preparation 
du gene aopropne, puis incorporation de ce gene dans un 
vecteur, transfert du vecteur porteur du gene aans une 
cellule note acpronnee, production du polypeptide par 
expression du gene, isoiement du polypeptide, le polvpeptiae 
ainsi produit pouvant etre ensuite purifie. 

Les polypeptides de la presente invention obtenus par 
1' expression des polynucleotides de la presente invention 
peuvent etre purifies a partir de cultures de cellules 
transformers par les methodes bien connues de 1'homme du 
metier telles que precipitation au sulfate d' ammonium ou a 
1'ethanol, extraction en conditions acides, chromatography 
echangeuse d' anions ou de cations, chromatographic 
20 d' interaction hydrophobique, chromatographie d'af finite, 

chromatographie a 1 ' hydroxylapatite et la chromatographie a 
haute performance liouide (HPLC) . Des techniques bien connues 
de I'homme du metier peuvent etre utilisees pour regenerer la 
proteine lorsque celle-ci est denaturee durant son isoiement 

25 ou sa purification. 

Les sequences d' ADN selon la presente invention et 
notamment SEQ ID N° 1 , SEQ ID N° 3 , SEQ ID N° SEQ ID N° 

SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13 peuvent etre 
preparees selon les techniques connues de I'homme du metier 
"notamment par synthese chimique ou par criblage d'une banque 
genomique ou d'une banque d'ADNc a l'aide de sondes 
d» oligonucleotides de synthese par les techniques connues 
d' hybridation, ainsi amplification d'ADN a partir de 
fragments isoles ou encore par reverse transcriptase a parti 

35 d'ARN messager (ARNm) . 

L'avantage de la technique comprenant d'abord 
I- -isoiement d' ARNm par extraction des ARM totaux puis la 
svnthese d'ADNc a partir de ces ARNm par reverse 
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transcriptase reside notamment dans le fait que 1 ' ARNm ne 
contient pas les introns alors que ces sequences non codantes 
peuvent etre presentes dans 1 ' ADN genomique . 

On peut proceder en utilisant les techniques usuelles de 
5 clonage connues de 1 ' homme du metier et notamment decrites 
dans 1 ' ouvrage de Sambrook, J. Fritsh, E. F . § Maniatis, T. 
(1989) intitule : 'Molecular cloning : a laboratory manual' , 
Laboratory, Cold Spring Harbor NY. 

Dans ces techniques, on peut proceder au clonage par 
10 insertion de fragment dans un plasmide qui peut etre fourni 
avec un kit commercial adapte puis transformation d'une 
souche bacterienne par ie plasmide ainsi obtenu. On peut 
utiliser notamment la souche E. coli XL1 Blue ou DH5 alpha. 
Les clones peuvent ensuite etre cult ives pour extraire 1 ' ADN 
15 plasmidique selon les techniques classiques de 1 ' homme du 

metier referencees ci-dessus (Sambrook, Fritsh et Maniatis). 
On peut proceder au sequengage de l'ADN du fragment amplifie 
contenu dans l'ADN plasmidique. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent etre 

2 0 obtenus par expression dans une cellule hote contenant un 

polynucleotide selon la presente invention et notamment une 
sequence d' ADN codant pour un polypeptide de la presente 
invention precedee d'une sequence promoteur convenable . La 
cellule hote peut etre une cellule procaryote, par exemple E. 
25 coli ou une cellule eucaryote telle que les levures comme par 
exemple les Ascomycetes parmi lesquels les Saccharomyces ou 
encore des cellules de mammiferes comme par exemple des 
cellules Cos . 

La presente invention a part iculierement pour objet les 

3 0 vecteurs d' expression contenant pour chacun I'une des 

sequences d'ADN de la presente invention telles que definies 
ci-dessus . 

Dans chacun de ces vecteurs d y expression, une telle 
sequence d'ADN est done ainsi notamment la sequence d'ADN 
35 d'un gene de la presente invention codant pour une proteine 
de Candida albicans et contenant une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SSQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 



4* 



• 



WO 00/75305 




PCT/FR00/01567 



17 

Dans chacun de ces vecteurs d' expression , une telle 
sequence d'ADN est ainsi encore plus particulierement celle 
des genes tels que definis ci-dessus codant pour 1 ' une des 
sequences d'acides amines SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SSQ ID 
5 N° 6, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 
telles que definies ci-dessus et ci-apres. 

Dans chacun des vecteurs d' expression de la presente 
invention, une telle sequence d'ADN est ainsi une sequence 
d'ADN telle que definie ci-dessus codant pour 1 ' une des 
10 proteines PCaDR472 / PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, 
PCaNL260 / ?CaDR361 ainsi que les sequences d'ADN qui 
hybrident avec celle-ci et/ou presenter^ des homologies 
signif icatives avec cette sequence ou des fragments de celle- 
ci ou encore les sequences d'ADN comprenant des modifications 
15 introduites par suppression, insertion et/ou substitution 
d'au moins un nucleotide codant pour une proteine ayant la 
me me activite. 

Dans chacun des vecteurs d' expression de la presente 
invention, une telle sequence d'ADN est notamment une 
20 sequence d'ADN telle que definie ci-dessus ainsi que les 

sequences d'ADN similaires qui on: une homologie de sequence 
nucleotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec ladite sequence d'ADN ou encore 
3_ es sequences d'ADN similaires qui codent pour une proteine 
25 dont la sequence en AA a une homologie d'au moins 40 % et 

notamment de 45 % ou d'au moins 50 %, plutot au moins 60 % et 
de preference au moins 70 % avec la sequence en AA codee par 
ladite sequence d'ADN. 

Les vecteurs d ' expression sont des vecteurs permettant 
30 1' expression de la proteine sous le controle d'un promoteur 
convenable. Un tel vecteur peut etre un plasmide, un cosmide 
ou un ADN viral. Pour les cellules procaryotes, le promoteur 
peut etre par exemple le promoteur lac, le promoteur trp, le 
promoteur tac, le promoteur (3-lactamase ou le promoteur PL. 
35 Pour les cellules de levure, le promoteur peut e:re par 
exemole le promoteur PGK ou le promoteur GAL . Pour les 
cellules de mammiferes, le promoteur peut etre par exemple le 
promoteur SV40 ou les promoteurs de 1 ' adenovirus . 
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Des vecteurs type Baculovirus peuvent etre aussi 
utilises pour 1' expression dans des cellules d'insectes. 

Les cellules hotes sont par exemple des cellules 
procaryotes ou des cellules eucaryotes . Les cellules 
5 procaryotes sont par exemple E. cell, Bacillus ou 

Streptomyces . Les cellules hotes eucaryotes comprenne" des 
levures ainsi que des cellules d'organismes superieurs , par 
exemple des cellules de mammiferes ou des cellules 
d'insectes. Les cellules de mammiferes sont par exemple des 

10 cellules CHO ou BHK de hamster ou des cellules Cos de singe. 
Les cellules d'insectes sont par exemple des cellules SF9 . 

La presente invention concerne done un precede qui 
comprend 1' expression d'un polynucleotide selon la presente 
invention codant pour l'une des proteines PCaDR472 / PCaDR489 / 

15 lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260 / PCaDR361 dans une 
cellule hdte transformee par un polynucleotide selon la 
presente invention et notamment une sequence d'ADN codant 
pour la sequence en acides amines SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, 
SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ 

20 ID N° 14. Dans la realisation d'un tel procede, la cellule 
note est notamment une cellule eucaryote . 

Pour la realisation de la presente invention, les 
vecteurs utilises peuvent etre par exemple pGEX ou pBAD et la 
cellule hote peut etre E . coll ou par exemple le vecteur 

25 pYX222 et la cellule hote peut etre notamment Saccharomyces 
cerevlslae . 

La presente invention a notamment pour objet la cellule 
hote transformee avec un vecteur tel que defini ci-dessus et 
renfermant une sequence d'ADN selon la presente invention. 

3 0 La presente invention a ainsi pour objet le procede de 

preparation d'une proteine recombinant e selon la presente 
invention, tel que defini ci-dessus, dans lequel la cellule 
note est E. coll DH5 alpha ou E. coll XLl-Blue ou notamment 
Saccharomyces cerevlslae . 

35 Un expose detaille des conditions dans lesquelles 

peuvent etre menees les operations indiquees ci-dessus est 
donne ci-apres dans la partie experimentale . On a ainsi 
obtenu un plasmide dans lequel est insere le gene de la 
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presence invention et on obtient ainsi egalement ce plasmide 
introduit dans une cellule hote en operant seion les 
techniques usuelles connues de 1 ' homme du metier. 

La presente invention a tres precisement pour ob^et les 
7 plasmides deposes le 25 mai 1999 a la Collection Nationale 
de Cultures de Microorgamsmes (CNCM) - INSTITUT PASTEUR - 
25, rue du Docteur Roux - 75724 PARIS Cedex 15 sous les 
numeros suivants: 1-2214, 1-2215, 1-2216, 1-2217, 1-2211, I- 

2212 et 1-2213 . 

1-2214 est ie numero d ' enregistrement de la souche 
CaDR472.10 constituee par la bacterie E . coll XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
CaDR472 de la presente invention prepare comme indique a 
!• exemple 1 de la presente invention. 
15 Ce gene correspond done a la sequence CaDR472 de SEQ ID 

N° 1 • 

1-2215 est le numero d ' enregistrement de la souche 
CaDR489.37 constituee par la bacterie E. coll XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
CaDR4 3 9 de la presente invention prepare comme indique a 
1 ' example 2 de la presente invention. 

Ce gene correspond done a la sequence CaDR4 8 9 de SEQ ID 

N° 3 . 

1-2216 est le numero d ' enregistrement de la souche 
CaDR527.2 constituee par la bacterie E . coll XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
CaDR527 (allele 1) de la presente invention prepare comme 
indique a 1 ' exemple 3 de la presente invention. 

*Ce gene correspond done a la sequence lCaDR52 7 de SEQ ID 

30 N° 5. 

1-2217 est le numero d ' enregistrement de la souche 
CaDR527.3 constituee par la bacterie E . coll XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
CaDR527 (allele 2) de la presente invention prepare comme 
35 indique a 1 ' exemple 3 de la presente invention. 

Ce gene correspond done a la sequence 2CaDR527 de SEQ ID 

N° 7 . 

1-2211 est le numero d ' enregistrement de la souche 
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CaFL024.4 constitute par la bacterie E. coil XL1 -blue 
contenant un plasmide portann ie gene de Candi da albicans 
CaFL024 de la presente invention prepare comma mdique a 
I 1 exemple 4 de la presente invention. 
5 Ce gene correspond done a la sequence CaFL024 de SEQ ID 

N° 9 . 

1-2212 est le numero d'enregistrement de la souche 
CaNL260.4 constitute par la bacterie E. cell XL1 -blue 
contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
10 CaNL260 de la presente invention prepare comme mdique a 
1 1 exemple 5 de la presente invention. 

Ce gene correspond done a la sequence CaNL2 6C de SEQ ID 
N° 11. 

1-2213 est ie numero d'enregistrement de la souche 
15 CaDR3 61.3 constitute par la bacterie E . coli XLl-blue 

contenant un plasmide portant le gene de Candida albicans 
CaDR3 6 1 de la presente invention prepare comme indique a 
1 ' exemple 6 de la presente invention. 

Ce gene correspond done a la sequence CaDR3 51 de SEQ ID 
20 N° 13. 

La presente invention a ainsi t res precisement pour 
objet l'un ou plusieurs des piasmides deposes sous les 
numeros 1-2214, 1-2215, 1-2215, 1-2217, 1-2211, 1-2212 et 
1-2213 . 

25 Les conditions operatoires dans lesquelles a ete 

realisee la presente invention sont decrites ci-apres dans la 
partie experimentale . 

La presente invention a ainsi pour objet un procede de 
criblage de produits antif ongiques caractense en ce qu'il 

3 0 comprend une etape ou 1 ' on mesure l'activite de I ' une des 

proteines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024 , 
PCaNL260, PCaDR361 telles que definies ci-dessus en presence 
de chacun des produits dont on souhaite determiner les 
proprietes antifongiques et 1 ' on seleciicnne les produits 

35 ayant un effet inhibiteur sur cette activite. 

En particulier, les genes codant pour les proteines 
PCaDR472, PCaDR489, l?CaDR527, 2PCaDR527, PCaFL.024, ?CaNL26C, 
PCaDR361 de la presente invention etant essentiels a la 
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survie des cellules de Candida albicans , des substances 
inhibitrices de telles proteines PCaDR472 / ?CaDR489, 
lPCaDR527 / 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 pourraient 
etre utilisables comme agents antif ongiques , soit en tant que 
5 medicaments soit sur le plan industriel . 

Par exemple, pour cribler des substances antif ongiques 
telles que des substances actives sur Candida albicans , on 
mesure 1'activite d'une proteine codee par un gene de la 
presente invention ou de 1 ' un de ses homologues fonctionneis 

10 et mei la proteine en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les proprietes ant if ongiques et 1 ' on 
selectionne ainsi les produits ayant un effet inhibiteur sur 
cette activite. 

On peut effectuer un tel criblage en mesurant 1'activite 

15 de l'une des proteines PCaDR472, ?CaDR439 / lPCaDR527, 
2PCaDR527, PCaFL024 / PCaNL260, PCaDR361 de la presente 
invention en presence d' activateurs ou d' inhibiteurs 
potentiels a tester, par exemple par mesure in vitro dans un 
milieu reactionnel approprie. 

20 L' activite des proteines de la presente invention peut 

egalement etre mesuree in vivo par un test cellulaire 
approprie. Par exemple, 1'activite de PCaDR472, PCaDR489, 
!PCaDR527 / 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 peut etre 
avantageusement mesuree dans des cellules d'un mutant de 

25 Saccharomyces cerevisiae transformees par 1 ' un des genes de 
la presente invention et n'exprimant pas la proteine 
homologue PYDR 472w, PYDR 489w, PYDR 577w, PYFL 024c, PYNL 
260c et PYDR 361c de Saccharomyces cerevisiae . 

L' invention englobe egalement 1 ' utilisation d'un produit 

30 selectionne comme indique ci-dessus pour ses proprietes 
inhibitrices d'une des proteines de la presente invention 
pour l'obtention d'un agent antif ongique . 

La presente invention sera mieux comprise a 1 ' aide de la 
partie experimentale qui suit et qui decrit le clonage des 

35 genes CaDR472, CaDR489, lCaDR527 / 2CaDR527, CaFL024 / CaNL260 
et CaDR361 de la presente invention. 

La presente invention a ainsi pour objet 1 ' utilisation 
d'un produit selectionne par le procede de criblage de 
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produits antif ongiques eel que defini ci-dessus pour 
I'obtention d'un agent antif ongique . 

La present e invention a egaiement pour objez 
1 ' utilisation des genes de Candida albicans de la presence 
5 invention ou des proteines codees par ces genes tels que 
definis ci-dessus pour la selection de produits ayant des 
proprietes ant i f ongiques tels que definis ci-dessus et 
utilises comme inhibiteurs des proteines de Candida 
albicans codees par ces genes . 

10 La presente invention a egaiement pour objet les 

compositions pharmaceut iques renfermant a titre de principe 
actif au moins un inhibiteur des proteines de Candida 
albicans de la presente invention tel que defini ci-dessus. 
De telles compositions peuvent notammen: etre utiles 

15 pour traiter les infections f ongiques topiques et 
sys temiques . 

Les compositions pharmaceut iques indiquees ci-dessus 
peuvent etre administrees par voie buccale, rec tale , par voie 
parenterale ou par voie locale en application topique sur la 

2 0 peau et les muqueuses ou par injection par voie intraveineuse 

ou intramusculaire. Ces compositions peuvent etre solides ou 
liquides et se presenter sous toutes les formes 
pharmaceut iques couramment utilisees en medecine humaine 
comme, par exemple, les comprimes simples ou drageifies, les 
25 gelules, les granules, les suppositoires , les preparations 
injectables, les pommades, les cremes, les gels et les 
preparations en aerosols ; elles sont preparees selon les 
methodes usuelles . Le principe actif peut y etre incorpore a 
des excipients habituellement employes dans ces compositions 

3 0 pharmaceut iques , tels que le talc, la gomme arabique, le 

lactose, 1' ami don, le stearate de magnesium, le beurre de 
cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine 
animale ou vegetale, les derives para f f mi que s , les glycols, 
les divers agents mouiilants, dispersants ou emuisif iants , 
35 les conservateurs . 

La posologie sera variable selon le produit utilise, le 
sujet traite et 1' affection en cause. 

La presente invention a ainsi notammen: pour 003 et 
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1 ' utilisation des compositions telles que definies ci-dessus 
comme agents ant if ongiques . 

La presente invention concerne egalement 1' induction 
d'une reponse immunologique chez un mammif ere comprenant 
5 1 ' inoculation a ce mammif ere d'un polypeptide selon la 

presente invention tel que defini ci-dessus ou un fragment de 
ce polypeptide ayant la meme fonction de fagcn a produire un 
anticorps permettant de proteger 1 1 animal contre la maladie . 
La presente invention a ainsi encore pour objet 

10 1 ' utilisation d'un polypeptide tel que defini ci-dessus ou un 
fragment de ce polypeptide ayant la meme fonction pour la 
preparation d'un medicament destine a induire une reponse 
immunologique chez un mammif ere par inoculation de ce 
medicament produisant un anticorps permettant de proteger 

15 ledit mammif ere contre la maladie. 

La presente invention a aussi pour objet des anticorps 
diriges contre les polypeptides de la presente invention tels 
que definis ci-dessus ou contre un fragment de ces 
polypeptides ayant la meme fonction et codes par les 

20 polynucleotides de la presente invention et notamment par une 
sequence d'ADN telle que definie ci-dessus. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent ainsi 
etre utilises comme immunogenes pour produire des anticorps 
immunospecif iques de ces polypeptides. Le terme anticorps 

25 utilise designe les anticorps aussi bien monoclonaux que 
polyclonaux, chimeriques, simple chains, les anticorps non 
humains et les anticorps humains , aussi bien que les 
fragments Fab, incluant ainsi les produits d'une banque 
d' immunoglobulines Fab. Les anticorps generes contre les 

3 0 polypeptides de la presente invention peuvent etre obtenus 
par administration des polypeptides de la presente invention 
ou de fragments portant des epitopes, ieurs analogues ou 
encore des cellules a un animal, de preference non humain, en 
utilisant des protocoles de routine pour la preparation 

35 d' anticorps monoclonaux. De tels anticorps peuvent etre 

prepares par les methodes bien connues dans ce domame telles 
que celles decrites dans 1 ' ouvrage Antibodies, Laboratory 
manuel Ed. Harbow et David Larre, Cold Spring Harbor 
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laboratory Eds, 1988. 

La presente invention a ainsi tout part lcul ierement pour 
objet un anticorps dirige contre 1'une quelconque des 
proteines PCaDR472, PCaDR483 / i?CaDR527 / 2?CaDR527, PCaFLG24, 
5 ?CaNL26C / PCaDR361 de la presente invention ou un fragment de 
ces proteines. Un tel fragment a notamment la meme fonctxon 
que la proteine dont il est issu. 

La presente invention a encore pour objet 1 ' utilisation 
des genes CaDR472, CaDR483, lCaDR527, 2CaDR527 / CaFL024, 

10 CaNL260 et CaDR361 de la presente invention ou des prcremes 
codees par ces genes teis que definis ci-dessus pour la 
preparation de compositions utiles pour le diagnostic ou le 
traitement de maladies causees par la ievure pathogene 
Candida albicans. 

15 La presente invention concerne aussi 1 ' utilisation des 

polynucleotides de la presente invention comme reactifs de 
diagnostic. La detection d'un polynucleotide selon la 
presente invention codant pour 1 ' une des proteines de Candida 
albicans de la presente invention ou de ses analogues chez un 

20 eucaryote en particulier un mammi f ere et plus 

part i culler ement un etre humain, peut const ituer un mcyen de 
diagnostic d'une maladie : ainsi, on peut detecter un tel 
polynucleotide selon la presente invention et notamment une 
secquence d'ADN par une grande variete de techniques chez un 

25 eucaryote en particulier un mammi fere et plus 

particuiierement un etre humain, infectes par un organisme 
contenant au moins 1 ' un des polynucleotides de la presente 
invention. Les acides nucleiques pour une telle utilisation 
d'outii de diagnostic peuvent etre detectes a partir de 

30 cellules ou de tissus infectes, tels que l'os, le sang, le 
muscle, le cartilage ou la peau . Pour cette detection, 1 ' ADN 
genomique peut etre utilise directement ou encore etre 
amplifie par PCR ou une autre technique d' amplification . Les 
ARN ou ADN et ADNc peuvent egalement etre utilises dans le 

35 meme but. Par les techniques d' amplification, la lignee du 
mycete present dans un eucaryote en particulier un mammi fere 
et plus particuiierement un etre humain, peut etre 
caractensee par 1' analyse du genotype. Des deletions ou des 
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insertions peuvent etre detectees par le changement de taiile 
du produit amplifie par comparaison avec le genotype de la 
sequence de reference. Les points de mutations peuvent etre 
identifies par hybridation de 1 ' ADN amplifie avec les 
5 sequences, marquees par un element radioactif, de 

oolynuc leot ides de la present e invention. Des sequences 
parfaitement complementaires peuvent ainsi etre distinguees 
de duplex qui resistent mal a la digestion par des nucleases. 
Les differences de sequences d'ADN peuvent aussi etre 

10 detectees par des alterations de la mobilite 

electrophoretique de fragments d'ADN dans des gels, avec ou 
sans agent denaturant, ou par un sequengage direct d'ADN 
(reference : Myers et al . Science, 230 : 1242 (1985)). 
Des changements de sequences a des localisations 

15 specifiques peuvent aussi etre reveles par des experiences de 
protection centre des nucleases telles que RNase I et SI ou 
par des methodes de clivage chimique (reference : Cotton et 
al . , Proc Natl Acad Sci, USA, 85 : 4397-4401 (1985). 

Des cellules contenant 1 ' un des polynucleotides de la 

20 presente invention pcrtant des mutations ou des 

polymo rphismes peuvent aussi etre detectees par un grand 
nombre de techniques permettant notamment de determiner le 
serotype. Par exemple, la technique RT-PCR peut etre utilisee 
pour detecter les mutations. II est particulierement prefere 

25 d'utiiiser les techniques de RT-PCR en conjonction avec des 
systemes de detection automat ique, tels que par exemple dans 
la technique GeneScan. ARN et ADNc peuvent etre utilises dans 
les techniques PCR ou RT-PCR. Par exemple, des amorces 
complementaires des polynucleotides codant pour les 

3 0 polypeptides de la presente invention peuvent etre utilisees 
pour identifier et analyser les mutations . 

Des amorces peuvent ainsi etre utilisees pour amplifier 
un ADN isole de 1 ' individu infecte. De cette fagon des 
mutations dans la sequence d'ADN peuvent etre detectees et 

35 utilisees pour diagnost iquer 1' infection et determiner le 
serotype ou le classement de 1 ' agent infectieux. De telles 
techniques sont usuelles pour 1 ' homme du metier et sont 
decrites notamment dans le manuei * Current Protocols in 
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Molecular Biology, Ausubel et al , ed . John Wiley & sons, 
Inc . , 1995) . 

La presente invention concerne ainsi un procede de 
diagnostic d'une maladie et de preference d'une infection 
5 fongique provoquee par Candida albicans telies que des 
mycoses comme indique ci-dessus, ce procede comprenant la 
determination a partir d'un echantillon preleve sur un 
individu infecte, d'une augmentation de la quant ite de 1 ' un 
des polynucleotides de la presente invention. Un tel 

10 polynucleotide peut notamment avoir 1 ' une des sequences d'ADN 
de la presente invention telies que definies ci-dessus. 

Des augmentations ou des diminutions de la quant ite de 
polynucleotides peuvent etre mesurees par ies techniques bien 
connues de 1'homme du metier telies que notamment 

15 1 ' amplification, la PCR, RT-PCR, Northern blotting ou autres 
techniques d ' hybridation . 

De plus, une methode de diagnostic en accord avec la 
presente invention consiste en la detection d'une expression 
trop importante de polypeptides de la presente invention, par 

20 comparaison avec des echantillons de controle const itues de 
tissus normaux non infectes utilises pour detecter la 
presence d'une infection. 

Les techniques qui peuvent etre utilisees pour detecter 
ainsi les quantites de proteines exprimees dans un 

25 echantillon d'une cellule hdte sont bien connues de 1'homme 
du metier. On peut ainsi citer par exemple les techniques de 
radioimmunoassay ou de competitive -binding , analyse par 
Western Blot et test ELISA (ref Ausubel indique ci-dessus) . 

La presente invention a encore pour objet un kit pour le 

30 diagnostic d' infections fongiques comprenant une sequence 

d'ADN selon la presente invention telle que definie ci-dessus 
ou une sequence similaire ou un fragment fonctionnel de cette 
sequence, le polypeptide code par cette sequence ou un 
fragment polypept idique ayant la meme fonction ou un 

35 anticorps dirige contre un tel polypeptide code par cette 
sequence d'ADN ou contre un fragment de ce polypeptide. 

Ce kit pourra ainsi contenir une sequence d'ADN selon la 
presente invention telle que definie ci-dessus soit par 
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example la sequence a ' ADN SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 13 
ou un fragment de cette sequence . 

Un tel kit pourra de meme contenir un polypeptide selon 

5 la present e invention ou un fragment de ce polypeptide et 
notamment l'une des proteines selon la presente invention 
ayant la sequence en AA SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 
cu encore un anticorps tel que defini ci-dessus. 

0 Un tel kit peut-etre prepare selon les methodes bien 

connues de 1 ' homme du metier . 

Le listing de sequences SEQ ID N° la SEQ ID N° 32 et 
les figures 1 a 6 ci-apres presentent les illustrations 
suivantes qui permettent de mieux decrire la presente 

5 invention. 

Les sequences SEQ ID N° la SEQ ID N° 3 2 representent 
les sequences nucleotidiques ou peptidiques indiquees dans la 
presente invention . 

Les sequences SEQ ID N° la SEQ ID N° 14 decrivent les 
0 sequences nucleotidiques des genes de Candida albicans de la 
presente invention et les sequences peptidiques des proteines 
deduites de ces genes . 

Les sequences SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ 
ID N° 7 , SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 13 decrivent 
5 ainsi respect ivement les sequences nucleotidiques des genes 
de Candida albicans de la presente invention : CaDR472 / 
CaDR489, !CaDR527 / 2CaDR527 / CaFL024, CaNL260 et CaDR3 61. 

Les sequences SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ 
ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 decrivent 
0 respect ivement les sequences peptidiques des proteines 
deduites des genes de la presente invention. 

Ainsi, par exemple, les sequences SEQ ID N° 1 et SEQ ID 
N° 2 representent respect ivement la sequence nucleot idique du 
gene CaDR472 et la sequence peptidique de la proteine deduite 
5 de ce gene soit PCaDR472. 

Les sequences SEQ ID N° 15 a SEQ ID N° 20 representent 
respect ivement les sequences des 6 sondes utilisees pour la 
preparation des genes de Candida albicans de la presente 
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invention comme indique ci-apres dans ia partie 
f ,:perimentale . 

Les sequences SEQ ID N° 21 a SEQ ID N° 32 representent 
respectivement les sequences des 2x6 oligonucleotides 
5 utilises pour amplifier les sondes pour la preparation des 
genes de Candida albicans de la presente invention comme 
indique ci-apres dans la partie experimentale . 

Les figures 1 a 6 ci-apres se referent chacune 
respectivement a une des 6 preparations des genes de Candida 

10 albicans de la presente invention soit : CaDR4 72, CaDR489, 
!CaDR527/2CaDR527 , CaFL024 / CaNL260 et CaDR361, ces 
preparations etant decrites ci-apres a la partie 
experimentale aux exemples 1 a 6 . 

Chacune des figures 1 a 6 decrit la comparaison de la 

15 proteine deduite de la sonde utilisee pour la preparation 
d'un des genes de Candida albicans de la presente invention 
(les 6 sondes utilisees ayant les sequences SEQ ID N° 15 a 
SEQ ID N° 20) a la sequence du gene de S.c. pris comme point 
de depart de la preparation de ce gene de Candida albicans . 

20 Ainsi, se referant a 1'exemple 1 de preparation du gene 

CaDR472 de la presente invention, la figure 33 represents la 
comparaison de la proteine deduite de la sonde de CaDR472 
(SEQ ID N° 15) a la proteine deduite du gene YDR472w de S. 
cere vi s i as . 

25 La partie experimentale ci-apres permet de decrire la 

presente invention sans toutefois la limiter. 
Partie experimentale 

EXEMPLE 1 : Clonage et sequengage du gene CaDR4 72 

(methode A) 

30 Le site Internet de Stanford 

(http : //Candida . standf ord . edu/ ) permet d' acceder directement 
aux sequences preliminaires du genome de Candida albicans. 
L'une de ces sequences presente une hcmologie avec le gene 
YDR4 72 w de 5. cerevisiae. Deux oligonucleotides ont ete 

35 choisis dans cette sequence soit : 

5 ' CAATTTATTC ATGTTCGNAT CTGGAAATTG ATTTT3 1 nomme SEQ ID N° 2 
et 5 ' CCAAATCTCA AACTCTCTCT AATTAAAAC3 ' nomme SEQ ID N° 22. 

Ces deux oligonucleotides son: utilises pour amplifier 
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le fragment de C. albicans . Apres clonage, une sequence dite 
sonde de CaDR4 72 de 32 0 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaDR472 est appelee SEQ 
ID NO 15. La proteine deduite de la sonde de CaDR472 (SEQ ID 
5 NO 15) a ete comparee a celle de YDR4 72w ce qui met en 

evidence une identite de 48% entre ces deux sequences d'AA : 
cette comparaison est representee a la figure 1. 

Le fragment de 320 paires de bases de C. albicans a ete 
utilise comme sonde pour criblage de la banque genomique de 

10 C. albicans : cette banque de C.a. a ete preparee par 

digestion part ielle de 1'ADN genomique de C. albicans par 
Sau3AI et clonage dans le vecteur YEP24 au site de 
restriction BamHI . Les clones de la banque genomique one 
ensuite ete etales a la densite de 2000 clones par boite : 

15 chaque boite est ensuite recouverte d'un filtre de 

nitrocellulose qui est successivement traite par : NaOH, 
0.5M, pendant 5 minutes ; Tris, 1M, pH 7.7, pendant 5 
minutes ; Tris , 0.5M, pH 7.7, NaCl , 1.25M, pendant 5 
minutes. Apres sechage, les filtres sent gardes pendant deux 

20 heures a 80°C. Prehybridat ion et hybridation sont realisees 
dans un tampon de 40 % de fcrmamide, 5xSSC, 20 mM Tris pK 7,7 
IxDenhardt 0,1 % SDS . La sonde est ensuite marquee au P32 par 
le kit Rediprime et dCTP 32p de Amersham UK. L ' hybridation 
est realisee en 17 heures a 42°C. Les filtres sont ensuite 

25 laves au lxSSC, 0,1 % SDS, trois fois pendant 5 minutes a la 
temperature ambiante et ensuite deux fois pendant 3 0 minutes 
a 60 °C puis sont soumis a une autoradiographie pendant une 
nuit . Les colonies correspondant aux spots obtenus sont 
isolees par un nouvel etalement a faible densite suivi 

30 d' hybridation : 8 clones positifs sont ainsi obtenus (a 
partir de 60 000) qui sont alors sequences a 1'aide d'un 
appareil ABI 377. Les sequences sont compilees a l'aide d'un 
software ABI puis analysees a l'aide d'un package software 
GCG . L'un des 8 clones s'est revele contenir la sequence 

35 codante complete correspondant a la sonde utilisee : ce gene 
est appele CaDR472 et cette sequence est dite SEQ ID NO 1. 

CaDR472 a 47.5 % de nucleotides identiques a YDR472w de 
S. cerevis lae . 
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Pour la traduction en acides amines, ii a ete tenu 
compte du fait que dans C. albicans ie codon CTG est traduit 
en serine (il y a 1 codon CTG dans CaDR4 72) . La proteine 
deduite du gene CaDR472 (SEQ ID N° 1) soit SEQ ID N° 2 
5 (PCaDR472) a 52,4 % de simiiarite en acides amines et 44 % 
d ' identite en acides amines avec la proteine deduite de 
YDR4 72w . 

La sequence complete du gene CaDR472 contient un codon 

CTG. 

0 EXAMPLE 2 : Clonage et sequengage du gene CaDR48 9 

On procede comme a l'exemple 1 a partir de sequences 
preliminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
sequences presente une homologie avec le gene YDR4 8 9w de 5. 
5 cerevisiae . Deux oligonucleotides ont ete choisis dans cette 
sequence soit : 

5 1 GTTCATGTTT GGTGACT CAG AGCGTCTCAA CTATATTG3 ' nomme SEQ ID 
N° 23 

et 5 » TTTGATAAAC ACAGGCTGGT CTAAATCTGG CTC3 ' nomme SEQ ID 
20 N° 24. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans . Apres clonage, une sequence dite 
sonde de CaDR489 de 295 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaDR4 8 9 est appelee SEQ 
25 ID N° 16. La proteine deduite de la sonde de CaDR489 (SEQ ID 
N° 16) a ete comparee a cell e de YDR4 8 9w ce qui met en 
evidence une identite de 41% entre ces deux sequences d ' AA : 
cette comparaison est representee a la figure 2. 

Le fragment de 295 paires de bases de C. albicans a ete 
30 utilise comme sonde pour criblage de la banque de genes de C. 
albicans preparee par digestion partielle du DNA genomique de 
C. albicans en procedant comme a l'exemple 1. 

Le clonage est realise comme indique a l'exemple 1 et 
apres prehybridat ion et hybridation* realisees comme indique a 
35 l'exemple 1, on obtient 4 clones positifs (a partir de 

40 000). On procede au sequengage et 1' analyse des sequences 
obtenues comme indique a l'exemple 1, et on obtient ainsi un 
clone se revelant contenir la sequence codante complete 
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correspondent a la sonde utilisee : ce gene est: appele 
CaDR489 et cette sequence est dite SEQ ID N° 4. 
CaDR489 a 48.1 % de nucleotides identiques a YDR4 8 9w de 5. 
cersvlslas . 

5 La proteine deduite du gene CaDR433 ( SEQ ID N° 3} so it: 

SEQ ID n° 4 ou PcaDR489 a 50 % de similarity en acides amines 
et 37 % d' identite en acides amines avec la proteine deduite 
de YDR48 9. 

La sequence complete du gene CaDR4 8 9 contient un codon 

10 CTG . 

EXEMPLE 3 : Clonage et sequengage du gene CaDR527 

On procede comme a 1 ' example 1 a partir de sequences 
preliminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
15 sequences presente une homologie avec le gene YDR527w de S. 
cerevlslae . Deux oligonucleotides ont ete choisis dans cette 
sequence so it : 

5 ' AT CT CTG AT A TGAGATTTGG CTTTAAAGGC GA3 ' nomme SEQ ID M° 2 5 
et 5 ' GGTCTTTTTT CCATCAGCTG CCTCTGTTAT TG3 ' nomme SEQ ID 
20 N° 26. 

Ces deux oligonucleotides sent utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans . Apres clonage, une sequence dite 
sonde de CaDR527 de 3 92 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaDR52 7 est appelee SEQ 
25 ID N° 17. La proteine deduite de la sonde de CaDR527 (SEQ ID 
N° 17) a ete compares a celle de YDR527w ce qui met en 
evidence une identite de 41% entre ces deux sequences d'AA : 
cette comparaison est representee a la figure 3 . 

Le fragment de 392 paires de bases de C. albicans a ete 
3 0 utilise comme sonde pour le criblage de la banque genomique 
de C. albicans preparee par digestion part lelie du DNA 
genomique de C. albicans en procedant comme a 1 ' exemple 1. 

Le clonage est realise comme indique a 1' exemple 1 et 
apres prehybridat ion et hybridation realisees comme indique a 
35 1' exemple 1, on obtient 7 clones positifs (a partir de 

40 000) . On procede au sequengage et 1' analyse des sequences 
obtenues comme indique a 1' exemple 1. 

On obtient ainsi deux clones se revelant contenir chacun 
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utilise comme sonde pour criblage d'une banque genomique de 
C. albicans : cette banque de genes de C.a. a ete preparee 
par digestion partielle du DNA genomique de C. albicans par 
SauIIIA et clonage dans le vecceur YEP-24 au site de 
5 restriction BamHI . Les clones de la banque de genes ont 
ensuite ete etales a la densite de 2000 clones par boite : 
chaque boite est ensuite recouverre d'un f litre de 
nitrocellulose qui est successivement traine par : 1.5 M 
NaCl/ 0.5 M NaOH pendant 5 minutes; 1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCl 
10 dH 7.2/1 mM EDTA pendant 3 minutes, a deux reprises. 

Le DNA est ensuite * crosslinked' aux filtres (Amersham 
Life Science, ultraviolet crosslinker) . 

La sonde (100 ng) est ensuite marquee au P32 par le kit 
Rediprime et dCTP (Amersham Life Science) . 
15 Prehybridation et hybridation des filtres sont reaiisees 

dans un tampon de 30 % de formamide, 5 x SSC, 5 % de solution 
de Denhardt, 1 % SDS , 100 /ig/ml de DNA de sperme de saumon et 
une concentration de la sonde de 10(6) cpm/ml : 1 ' hybridation 
est realisee a 42 °C pendant 16 heures . 
20 Les filtres sont ensuite laves trois fois, pendant 5 

minutes chaque fois, a la temperature ambiante au 2 x SSC/ 
0,1 % SDS puis trois fois au 1 x SSC/ 0,1 % SDS pendant 20 
minutes chaque fois a 60 °C. Les filtres sont soumis a une 
autoradiographie pendant une nuit . Les colonies correspondant 
25 aux clones positifs (spots obtenus) sont isolees et soumis a 
un second criblage par un nouvel etalement a faible densite 
suivi d' hybridation : 6 clones sont ainsi obtenus (a partir 
de 144 000) qui sont alors sequences a l'aide d'un appareil 
ABI 377. Les sequences sont compilees a l'aide d'un software 
30 ABI puis analysees a l'aide d'un package software GCG. L'un 
des 6 clones s'est revele contenir la sequence codante 
complete correspondant a la sonde utilisee : ce gene est 
appele CaFL024 et cette sequence dite SEQ ID NO 9 . 

CaFL024 a 49.1 % de nucleotides identiques a YFL0 24 c de 

35 5. cerevzsiae . 

II y a 2 codons CTG dans CaFL024 . La proteine deduite du 
gene CaFL024 (SEQ ID N° 9) soit SEQ ID n° 10 (PCaFL024) a 
51,8 % de similarite en acides amines et 44,0 % d'identite en 
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une sequence codante complete correspondant chacune a un 
allele de la sonde utilisee : ce gene est appele CaDR527 et 
les deux alleles sont ainsi appeles lCaDR527 et 2CaDR527 et 
leurs sequences respectives sont respect ivement dites SEQ ID 
5 N° 5 et SEQ ID N ° 7. 

On constate que les genes des alleles !CaDR527 et 
2CaDR527 (SEQ ID N° 5 et SEQ ID N° 7) different par 13 
nucleotides . 

Le gene CaDR527 (ler allele) a 53.8 % de nucleotides 
10 identiques a YDR527w de S. cerevis lae . 

Les proteines deduites de ces alleles soit SEQ ID N° 6 
(PCaDR527) pour le ler allele lCaDR527 et SEQ ID N° 8 pour le 
2 erne allele 2CaDR527 different entre eiles par 5 acides 
amines . 

15 La proteine deduite du gene CaDR527 (SEQ ID N° 6) a 

58,9 % de similarity en acides amines et 47,3 % d' identite en 
acides amines avec la proteine deduite de YDR52 7. 

La sequence complete du gene CaDR527 ne contient pas de 
codon CTG. 

2 0 EXEMPLE 4 : Clonage et sequen?age du gene CaFL024 

(methode B) 

Le site Internet de Stanford ( http : / /candida . standford . edu/ ) 
permet d'acceder directement aux sequences preliminaires du 
genome de Candida albicans. L'une de ces sequences presente 

2 5 une homologie avec le gene YFL0 2 4c de S . cerevlslae . Deux 

oligonucleotides ont ete choisis dans cette sequence soit : 
5' ATTCCCACAC CGGACGCTTC 3' nomme SEQ ID N° 27 
et 5 ' GACAACTCCT CGTACGATAG 3' nomme SEQ ID N° 28. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 

3 0 le fragment de C. albicans . Apres clonage, une sequence dite 

sonde de CaFL024 de 33 5 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaFLQ24 est appelee SEQ 
ID N° 18. La proteine deduite de la sonde de CaFL024 (SEQ ID 
N° 18) a ete comparee a celle de YFLC24c ce qui met en 
35 evidence une similarite de 62 % et une identite de 58 % entre 
ces deux sequences d'AA : cette comparaiscn est representee a 
la f igure 4 . 

Ce fragment de 33 5 paires de bases de 0. albicans a ete 
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acides amines avec la proteine deduite de YFLO 2 4 c . 
EXEMPLE 5 : Clonage et sequengage du gene CaNL260 

On precede comme a 1 ' exemple 4 a partir de sequences 
preliminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
5 de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
sequences presente une homoiogie avec le gene YN1250C de S. 
cersvisiae . Deux oligonucleotides one ete choisis dans cetce 
sequence soit : 

5' AGATAATGTATTAAATTTAG 3' nomme SEQ ID N° 2 9 

10 et 5 ' CTCTTAATTTATTTCTTGCC 3' nomme SEQ ID N° 30. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. Apres clonage, une sequence dite 
sonde de CaNL260 de 326 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaNL260 est appelee SEQ 

15 ID N° 19. La proteine deduite de la sonde de CaNL260 (SEQ ID 
N° 19) a ete comparee a celle de YNL260c ce qui met en 
evidence une similarity de 56,7 % et une identite de 40,3 % 
entre ces deux sequences d'AA : cette comparaison est 
representee a la figure 5. 

20 Le fragment de 326 paires de bases de C. albicans a ete 

utilise comme sonde pour criblage de la banque de genes de C. 
albicans preparee par digestion partielle du DNA genomique de 
C. albicans en procedant comme a 1' exemple 4. 

La prehybridation et hybridation sont realises comme 

25 indique a 1' exemple 4, on obtient 2 clones positifs (a partir 
de 40 000) . On procede au sequengage et 1' analyse des 
sequences obtenues comme indique a 1' exemple 4, et on obtient 
ainsi un clone se revelant contenir la sequence codante 
complete correspondant a la sonde utiiisee : ce gene est 

30 appele CaNL260 et cette sequence est dite SEQ ID N° 11. 

CaNL260 a 47.6 % de nucleotides identiques a YNL260c de 
S. cerevisiae . 

La proteine deduite du gene CaNL260 (SEQ ID N° 11) soit 
SEQ ID N° 12 (PCaNL260) a 50,7 % de simiiarite en acides 
35 amines et 32,6 % d' identite en acides amines avec la proteine 
deduite de YNL260c. 

II n'y a pas de codon CTG dans CaNL2 60. 
EXEMPLE 6 : Clonage et sequen^age du gene CaDR361 
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On precede comme a I ' example 4 a partir de sequences 
prelimmaires du genome de Candida albicans : 

Le site Internet de Stanford (http://candida.standford.edu/) 
permet d'acceder directemen; aux sequences prelimmaires du 
5 genome de Candida albicans. 

L'une de ces sequences presente une homologie avec ie 
gene YDR361c de S. cerevisiae . Deux oligonucleotides one ete 
choisis dans cette sequence soit : 
5' CCTCAAATTGATTTCCATGC 3' nomme SEQ ID N° 31 

10 et 5 ' GTGGAATCACTTCAACTGGC 3' nomme SEQ ID N° 32. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C\ albicans . Apres clonage, une sequence dite 
sonde de CaDR361 de 374 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaDR3 61 est appelee SEQ 

15 ID N° 20. La proteine deduite de la sonde de CaDR361 (SEQ ID 
N° 20) a ete comparee a celle de YDR3 61c ce qui met en 
evidence une similarity de 52,4 % et une identite de 40,0 % 
entre ces deux sequences d'AA : cette comparaison est 
representee a la figure 6 . 

20 Le fragment de 374 paires de bases de C- albicans a ete 

utilise comme sonde pour criblage de la banque de genes de C. 
albicans preparee par digestion partielle du DNA genomique de 
C. albicans par Saull/A et clonage dans le vecteur YEP 24 
(marqueur de selection Trp) au site de restriction Bam HI. 

25 La prehybridation et hybridation realises comme indique 

a l'exemple 4, on obtient 4 clones positifs (a partir de 40 
000) . On procede au sequengage et 1' analyse des sequences 
obtenues comme indique a l'exemple 4, et on obtient ainsi un 
clone se revelant contenir la sequence codante complete 

30 correspondant a la sonde utilisee : ce gene est appele 
CaDR361 et cette sequence dite SEQ ID N° 13. 

CaDR361 a 53.9 % de nucleotides identiques a YDR3 61c de 
S. cerevisiae. 

CaDR3 61Il n'y a pas de codon CTG dans CaDR3 61. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Polynucleotides isoles contenant chacun une sequence 
nucleot idique choisie dans le groupe suivant : 

5 a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au mo ins 60 

% et de preference au moins 70 % d ' ident ice avec un 
polynucleotide codant pour un polypeptide ayant la meme 
fonction et ayant une sequence en acides amines homologue 
d'une sequence choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
10 N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 

b) un polynucleotide complementaire du polynucleotide a) 

c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases 
consecutives du polynucleotide defini en a) et b) . 

2) Polynucleotides selon la revendicat ion 1 tels que ces 
15 polynucleotides sont des ADN . 

3) Polynucleotides selon la revendicat ion 1 tels que ces 
polynucleotides sont des ARN . 

4) Polynucleotides tels que defini s a la revendicat ion 2 
comprenant chacun une sequence de nucleotides choisie parmi 

20 SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7 , SEQ ID 
N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 

5) Sequences d' ADN telles que definies aux revendicat ions 1, 
2 et 4 caracterisees en ce que ces sequences d'ADN sont 
celles des genes codant respectivement pour des proteines de 

25 Candida albicans (ayant les memes fonctions que les proteines 
PCaDR^72, PCaDR489 / l?CaDR527, 2PCaDR527 / PCaFL024 / PCaNL260 / 
PCaDR3 61) et contenant chacune une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 

3 0 6) Sequences d' ADN de genes selon la revendicat ion 5 codant 
chacune pour une sequence d' acides amines choisie parmi SEQ 
ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, 
SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 . 

7) Sequences d'ADN codant pour les proteines PCaDR472, 
35 PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024 / PCaNL260, ?CaDR3 61 
selon les revendicat ions 5 et 6 ainsi que les sequences d'ADN 
qui hybrident avec celies-ci et/ou presentent des homologies 
signi f icatives avec ces sequences ou des fragments de celles- 
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ci et codent pour des proteines ayant les memes fonctions. 

8) Sequences d ' ADN selon les revendicat ions 5 a 7 comprenant 
des modifications introduites par suppression, insertion 
et/ou substitution d'au moins un nucleotide codant pour des 

5 proteines ayant les memes activities que les proteines 

?CaDR472, PCaDR489 / l?CaDR527, 2PCaDR527 / PCaFLG24, PCaNL260, 
PCaDR3 61 . 

9) Sequences d'ADN selon l'une des revendicat ions 5 a 8 ainsi 
que les sequences d'ADN qui ont une homologie de sequence 

10 nucleot idique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 

preference au moins 70 % avec lesdites sequences d'ADN. 

10) Sequences d'ADN selon l'une des revendicat ions 5 a 9 
ainsi que les sequences d'ADN qui codent pour des proteines 
de fonctions similaires dont les sequences respectives en AA 

15 ont une homologie d'au moins 40 % et notamment de 45 % ou 
d'au moins 50 %, plutot au moins 60 % et de preference au 
moins 70 % avec les sequences en AA codees par lesdites 
sequences d ' ADN . 

11) Polypeptides ayant chacun une sequence d'acides amines 
20 choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4 , SEQ ID N° 6, SEQ ID 

N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 codees par 
les sequences d'ADN selon l'une des revendications 5 a 10 et 
les analogues de ces polypeptides . 

12) Procede de preparation de proteines recombinantes 

25 PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527 / 2PCaDR527, PCaFL024 , PCaNL260, 
PCaDR361 ayant respectivement les sequences d'acides amines 
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID 
N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 comprenant, pour la 
preparation de chacune de ces proteines, 1' expression dans un 

30 hote approprie de la sequence d'ADN codant pour cette 
proteine selon l'une des revendications 5 a 10 puis 
1'isolement et la purification de ladite proteine 
recombinante . 

13) Vecteurs d' expression contenant pour chacun l'une des 
35 sequences d'ADN selon l'une des revendications 5 a 10. 

14) Cellule hote transformee avec un vecteur selon la 
revendicat ion 13 . 

15) Procede tel que defini a la revendicat ion 12 dans lequel 
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la cellule hote est E. coli DH5 alpha ou E. col- XLl-Blue. 

16) Precede tel que defini a la revendication 13 dans 
laquelle la cellule hone est: Saccharomyces cerevisae. 

17) L'un ou plusieurs des plasmides deposes a la CNCM sous 

5 les numeros 1-2214, 1-2215, 1-2215, 1-2217, 1-2211, 1-2212 et 
1-2213 . 

18) Procede de criblage de produits ant if ongiques caracterise 
en ce qu'il comprend une etape ou 1 ' on mesure I'activite de 
1'une des proteines PCaDR472 / PCaDR489, !PCaDR527, 2PCaDR527, 

10 PCaFL024, PCaNL260 / PCaDR3 61, telles que definies a la 

revendication 11, en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les proprietes ant if ongiques et 1 ' on 
selectionne les produits ayant un effet inhibiceur sur cette 
act ivite - 

15 19) Utilisation d'un produit selectionne par le procede selon 
la revendication 18 pour l'obtention d'un agent ant if ongique . 

20) Utilisation des genes de Candida albicans ou des 
proteines codees par ces genes selon 1 ' une des revendicat ions 
5 a 11 pour la selection de produits ayant des proprietes 

20 antif ongiques selon la revendication 19 comme inhibiteurs des 
proteines de Candida albicans codees par ces genes. 

21) Compositions pharmaceut iques renfermant a titre de 
principe actif au moins un inhibiteur des proteines de 
Candida albicans tel que defini a la revendication 20. 

25 22) Utilisation des compositions telles que definies a la 
revendication 21 comme agents antif ongiques . 

23) Utilisation d'un polypeptide tel que defini a la 
revendication 11 ou un fragment de ce polypeptide ayant la 
meme fonction pour la preparation d'un medicament destine a 

3 0 induire une reponse immunologique chez un mammifere par 
inoculation de ce medicament produisant un anticorps 
permettant de proteger iedit mammifere contre la maladie. 

24) Anticorps dirige contre un polypeptide tel que defini a 
la revendication 11 ou un fragment de ce polypeptide ayant la 

35 meme fonction. 

25) Anticorps tel que defini a la revendication 24 dirige 
contre 1 ' une quelconque des proteines PCaDR472, PCaDR4 8 9 , 
!PCaDR527 / 2PCaDR527, ?CaFLC24, PCaNL260, PCaDR361 ou un 
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fragment de ces proteines. 

26) Utilisation de 1'un quelconque des genes CaDR472, 
CaDR489, !CaDR527, 2CaDR527, CaFL024 , CaNL260 et CaDR361 ou 
de 1'une quelconque des proteines codees par ces genes seion 

5 1'une des revendicat ions 5 a 11 pour la preparation de 

compositions utiles pour le diagnostic ou le traitement de 
maladies causees par la ievure pathogene Candida albicans. 

27) Kit pour le diagnostic d' infections fongiques comprenant 
une sequence d'ADN tei que defini a 1 ' une des revendicat ions 

10 5 a 10 ou une sequence ayanc une fonction similaire ou un 
fragment fonctionnel de cette sequence, le polypeptide code 
uar cette sequence ou un fragment polypept idique ayant la 
me me fonction ou un anticorps dirige centre un eel 
polypeptide code par cette sequence d'ADN ou contre un 

15 fragment de ce polypeptide. 
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LISTS DE SEQUENCES 

<11Q> Hoechst Maricn Roussei 

<12 0> Nouveaux genes de Candida albicans e: les protiein.es 
eodees par ces genes . 

< 1 3 C > 2517 ?CT SEQUENCES EN FRANCAIS 

<14G> 
<141> 

<150> FR 9907250 
<151> 1999-06-09 

<150> 32 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<21I> 747 
<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . £747) 

<220> 

<22 1 > modif ied_base 
<222> (136) . . (133) 



<400> 1 

atg tea aat gac gat at a ata etc cca tea g~t tea tec tta teg aaa 

Met Ser Asn Asp Asp lie lie Leu Pro Ser Val Ser Ser Leu Ser Lys 
15 10 15 
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eta act ata aat gat: gta :ca aaa tea gga ttt gga tac aa: ccg tec 
Leu Thr lie Asn Asp Val Ser Lys Ser Gly Phe Gly Tyr Asn Pro Ser 

20 25 30 



96 



a:a acra cca aca tea aa: acc act acc eta gaa tct tea 



eta tta 



He Gly Pro He Ser Asn Thr He Thr Leu GIu Ser Ser Ser Val Leu 

35 40 45 

tta aat aaa cgt aca ata tea tta aca cca aca tea tct gac tec att 192 

Leu Asn Lys Arg Thr lie Ser Leu Thr Pro Thr Ser Ser Asp Ser He 

50 55 60 

tat gat aga aat att ate acg aaa aag cca cac gaa ate aac tta tct 240 

Tyr Asp Arg Asn He He Thr Lys Lys Pro His Glu He Asn Leu Ser 

65 70 75 30 

teg tta tea ttt ttg ttt tgt gag att att agt tgg gca cac tct aat 283 

Ser Leu Ser Phe Leu Phe Cys Glu He He Ser Trp Ala His Ser Asn 

35 90 95 



tee aaa ggc att caa gat tta gaa aat cgt tta aac gga tta ggt tat 
Ser Lys Gly He Gin Asp Leu Glu Asn Arg Leu Asn Gly Leu Gly Tyr 
100 105 110 



335 



caa ata ggt caa cga tat etc gaa ttg tgt aaa ata aga gaa ggt ttt 3 84 
Gin He Gly Gin Arg Tyr Leu Glu Leu Cys Lys He Arg Glu Gly Phe 
115 120 125 



aaa aac agt aaa cga gag att aga ctt ttg gaa atg tta caa ttt att 
Lys Asn Ser Lys Arg Glu He Arg Leu Leu Glu Met Leu Gin Phe He 
130 135 140 



432 



cat ggt ccg tte tgg aaa ttg att ttt ggt aaa act get aat gaa tta 480 
His Gly Pro Phe Trp Lys Leu He Phe Gly Lys Thr Ala Asn Glu Leu 
145 150 155 160 
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gaa aaa teg caa gat ttg ccc aat gaa tat atg att gtg gag aat gtg 528 
Glu Lys Ser Gin Asp Leu Pro Asn Glu Tyr Met lie Val Glu Asa Val 
155 170 175 



cca tea ::a aat aga ttt att agt ata cct aag gag tat ggc gat: tta 
Pro Leu Leu Asn Arg Phe lie Ser lie Pro Lys Glu Tyr Gly Asp Leu 
130 135 190 



aat tgt tea gca ttt gtt gcg ggt ata att gag gga gca ctt gat aat 624 
Asr. Cys Ser Ala Phe Val Ala Gly lie lie Glu Gly Ala Leu Asp Asn 
195 200 205 



a 9^ 99 a etc aat gec gat gtt aca gca cac acg gtc get aca gat gca 572 
Ser Gly Phe Asn Ala Asp Val Thr Ala His Thr Val Ala Thr Asp Ala 
210 215 220 



aat cca tta aga aca gca ttt ttg ate aag ttt gac gat tct gtt tta 720 
Asn Pro Leu Arg Thr Val Phe Leu lie Lys Phe Asp Asp Ser Val Leu 
225 230 235 240 



att aga gag agt ttg aga ttt gga taa 747 
lie Arg Glu Ser Leu Arg Phe Gly 
245 

<210> 2 
<21I> 249 
<212> 

<213> Candida albicans 



<400> 2 

Met Ser Asn Asp Asp lie lie Leu Pro Ser Val Ser Ser Leu Ser Lys 
15 10 15 



Leu Thr He Asn Asp Val 
20 



Ser Lys Ser Gly Phe Gly Tyr Asn Pro Ser 
25 30 
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ie Gly Pro 
35 



:le Ser Asn Thr 



He Thr Leu GIu Ser Ser Ser Val Leu 
40 45 



leu Asn Lys Arg Thr He Ser Leu Thr Pro Thr Ser Ser Asp Ser He 
50 55 60 

Tyr Asp .Arg Asn He He Thr Lys Lys Pro His Glu He Asn Leu Ser 
65 70 75 30 

Ser Leu Ser ?he Leu Phe Cys Glu He He Ser Trp Ala His Ser Asn 
35 90 95 

Ser Lys Gly He Gin Asp Leu Giu Asn Arg Leu Asn Gly Leu Gly Tyr 
100 105 110 

Gin He Gly Gin Arg Tyr Leu Glu Leu Cys Lys He Arg Glu Gly Phe 
115 120 125 

Lys Asn Ser Lys Arg Glu He Arg Leu Leu Glu Me: Leu Gin Phe He 
130 135 140 

His Gly Pro Phe Trp Lys Leu He Phe Gly Lys Thr Ala Asn Glu Leu 
145 150 155 lo0 

Glu Lys Ser Gin Asp Leu Pro Asn Glu Tyr Men He Val Glu Asn Val 
165 170 175 

Pro Leu Leu Asn Arg Phe He Ser He Pro Lys Glu Tyr Gly Asp Leu 
130 135 190 

Asn Cys Ser Ala Phe Val Ala Gly He He Giu Gly Ala Leu Asp Asn 
195 200 205 



Ser Gly Phe Asn Ala Asp Val Thr Ala Kis Thr Val Ala Thr Asp Ala 
210 215 220 



Asn Pro Leu Arg Thr Val Phe Leu He Lys Phe Asp Asp Ser Val Leu 
225 230 235 240 
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:le Arg Glu Ser Leu Arg Phe Gly 
245 



< 2 1 0 > 3 
<2 11 > 711 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (711) 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (577) . . (579) 

<400> 3 

arg gat att gac gac at: tea aaa gaa t: t gaa gag tct tea aaa gat 43 

Met Asp He Asp Asp lie Leu Lys Glu Phe Glu Glu Ser Ser Lys Asp 
15 10 15 

gaa aag act age agt aaa aca teg tct ate aac tta tat caa gac ttg 96 
Glu Lys He Ser Ser Lys Thr Ser Ser He Asn Leu Tyr Gin Asp Leu 
20 25 30 



eta aga get atg ate aac gaa cgt atg get ceg gaa tta ttg cea tac 

Leu Arg Ala Met He Asn Glu Arg Met Ala Pro Glu Leu Leu Pro Tyr 

35 40 45 

aaa caa gat tta atg tee act gtt tta aca atg atg tct aac caa caa 

Lys Gin Asp Leu Met Ser Thr Vai Leu Thr Met Met Ser Asn Gin Gin 

5 0 5 5 6 0 

caa tat tta tta gaa tct cac gaa tat ggt gat atg aat ggc gac agt 

Gin Tyr Leu Leu Glu Ser His Glu Tyr Gly Asp Met Asn Gly Asp Ser 

55 70 75 30 



.44 



19: 



240 



WO 00/75305 



PCT/FR00/01567 



gge gea 
Gly Val 

gae tea 
Asp Leu 

eeg age 
Leu Ser 

caa aat 
Gin Asn 
130 

eae ere 
Tyr Phe 
145 

era cca 
Leu Pro 

atg ate 
Met He 

ctg gaa 
Ser Glu 



tta gaa 

Leu Glu 
210 



eta tec 
Leu Ser 

gag cge 
Glu Arg 
100 

aag teg 
Lys Leu 
115 

gat aat 
Asp Asn 

cag att 
Gin He 

caa atg 
Gin Met 



gte gag 
Val Glu 
130 

gee cca 
Val Pro 
195 

tea aea 
Leu He 



gga gac 
Gly Asp 
85 

etc aac 
Leu Asn 

aae aaa 
Asn Lys 

tta teg 
Leu Leu 



teg ace 
Leu Thr 
150 

ttg acc 
Leu Thr 
165 

cca gat 
Pro Asp 

ata tea 
He Leu 

aaa aag 

Lys Lys 



ett aaa 
Phe Lys 

eat ate 
Tyr He 

eee ace 
Phe Thr 
120 

ecc aaa 
Ser Lys 
135 

caa eea 
Gin Leu 

eat eeg 
Tyr Leu 

eea gac 
Leu Asp 

cea gae 
Leu Asp 
200 

gga gee 
Gly Val 
215 



6 

tta caa 
Leu Gin 

90 

gee cga 
Val Arg 

105 

ate tee 
He Phe 



gag gaa 

Glu Glu 

cat aac 
Tyr Asn 

gae gac 
Asp Asp 

170 

cag cce 
Gin Pro 
135 

tac gac 
Tyr Asp 

tac geg 
Tyr Val 



eea aeg 
Leu Mee 

eea eac 
Leu Tyr 

eac ate 
Tyr He 

aga gat 
Arg Asp 
140 

aac tgt 
Asn Cys 
155 

acc agt 
Thr Ser 



gtg tee 
Val Phe 



gge get 
Gly Ala 

geg aaa 
Val Lys 
220 



aet aec 

He He 

ata cga 
He Arg 
110 

aae gaa 
Asn Glu 
125 

tae aea 
Tyr He 

eec cec 
Phe Leu 



gge gga 

Gly Gly 

ate aaa 
He Lys 
190 

aca gag 
Thr Glu 
205 

eac age 
Tyr Ser 



gaa ace 238 
Glu Thr 
95 

ace cga 3 35 
Thr Arg 

age age 334 
Ser Ser 

cac aaa 432 
His Lys 

aaa aaa 4 30 

Lys Lys 
150 

caa eea 528 

Gin Ser 

175 

tgt acc 576 
Cys Thr 

aea gae 624 
He Asp 

eta gte 672 
Leu Val 



WO 00/75305 



PCT/FR00/01567 



aaa aga tat at: gat att gga gat gtg gta ttg ata tga 711 
Lys Arg Tyr He Asp He Gly Asp Val Val Leu He 
225 23 0 235 



<210> 4 
<211> 237 
<212 > 

< 2 1 3 > Candida albicans 
<400> 4 

Met Asp He Asp Asp He Leu Lys Glu Phe Glu Glu Ser Ser Lys Asp 
15 10 15 

Glu Lys He Ser Ser Lys Thr Ser Ser He Asn Leu Tyr Gin Asp Leu 
20 25 30 

Leu Arg Ala Met He Asn Glu Arg Met Ala Pro Glu Leu Leu Pro Tyr 
35 40 45 

Lys Gin Asp Leu Met Ser Thr Val Leu Thr Met Met Ser Asn Gin Gin 
50 55 60 

Gin Tyr Leu Leu Glu Ser His Glu Tyr Gly Asp Met Asn Gly Asp Ser 
65 70 75 30 

Gly Val Leu Ser Gly Asp Phe Lys Leu Gin Leu Met lie He Glu Thr 
35 30 95 

Asp Leu Glu Arg Leu Asn Tyr He Val Arg Leu Tyr He Arg Thr Arg 
100 105 HO 

Leu Ser Lys Leu Asn Lys Phe Thr He Phe Tyr He Asn Glu Ser Ser 
115 120 125 

Gin Asn Asp Asn Leu Leu Ser Lys Glu Glu Arg Asp Tyr He His Lys 
130 135 140 
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Tyr Phe Gin lie Leu Thr Gin Leu Tyr Asn Asn Cys Phe Leu Lys Lys 
145 150 155 150 

Leu Pro Gin Met Leu Thr Tyr Leu Asp Asp Thr Ser Gly Gly Gin Ser 
155 170 175 

Met :le Val Glu Pro Asp Leu Asp Gin Pro Val Phe lie Lys Cys Thr 
130 135 190 

Ser Glu Val Pro lie Leu Leu Asp Tyr Asp Gly Ala Thr Glu lie Asp 
195 200 205 

Leu Glu Leu He Lys Lys Gly Val Tyr Val Val Lys Tyr Ser Leu Val 
210 215 220 



Lys Arg Tyr lie Asp lie Gly Asp Val Val Leu lie 
225 230 235 



<210> 5 
<211> 1333 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1} . . (1333) 

<400> 5 

atg gat ttc ata gga gag at: aca gag cat gag aca gag gca cc: aaa 43 

Met Asp Phe lie Gly Glu lie lie Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 

15 10 15 



gaa cca 
Glu Pro 



acc cca aaa 
Thr Pro Lys 
20 



ccc aca att ggt gga ttc ccc gaa ctt aaa aaa 96 
Pro Thr lie Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
25 30 
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3 



144 



tta aaa gaa aag aaa gtc tea aga egg agg caa aag caa caa cag gaa 
Leu Lys Glu Lys Lys Vai Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 

cag age aca ac: tec cca aaa act act gaa anc cgt tea gag get tec 132 
Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu He Arg Ser Glu Ala Ser 
5 c 55 50 

aaa att cac caa gaa aat ate gag aag atg get caa atg tea gag gaa 240 
Lys He His Gin Glu Asn lie Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
65 70 75 30 

gag att ttg caa gag cgt gag gag tta eta aag ggt tea gat cet aaa 2 33 
Glu Xle Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
35 90 9$ 

eta att gaa agt ttg att ggt aga tec aag aaa agg gaa gca aca gac 335 
Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr As? 
100 105 HO 

cat gaa cac aat gga cat get cat caa cat gca gag gga tac cat gga 334 
His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

tgg att gga tea atg aaa act tct gaa gga tta aca gat tta tct caa 432 
Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

tta gat aag gaa gat gtg gac cgt gca ttg ggt ata agt tea tta tee 430 
Leu Asp Lys Glu Asp Vai Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 150 

tta tct gaa cet gag ggt gge agt aat acg aaa aaa gtc get tte gac 523 
Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Vai Ala ?he Asp 
165 170 175 
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gat aat ate aag acg get aaa zzz gaa gac ttg gat gat gga ace gaa 576 

Asp Ash lie Lys Thr Val Lys Phe Glu Asp Leu Asp Asp Gly He Glu 

130 135 190 



erg gat cca aat: gga egg gag gac gt t ac: gac gc c aat gaa tin a get 
leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Val Asn Glu Leu Val 
195 200 205 



cct aat aac gar cac att gca ccc gac gat: cac cag act aat cct gat 
Pro Asn Asn Asp His He Ala Pro Asp Asp Tyr Gin lie Asn Pro Asp 
21C 215 223 



age gat gaa gaa gga ttg aat aac act get cat tct aca aaa ccc aaa 720 
Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys Pro Lys 
225 230 235 240 



cag cca gat ttg gat ata aat gat ccc gat tec ttt gat aag eta cat 763 
Gin Pro Asp Leu Asp He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 



gag aaa tac tat cct gat ttg cct aaa gaa aca gaa aag teg tea tgg 
Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 



acg aca cag cca atg cca aaa caa ttg tct acc get tat gaa tea ata 364 
Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser He 
275 280 235 



tct gat atg aga ttt gac ttt aaa gga gat tta att gaa ttg ggn cca 
Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu lie Glu Leu Gly Pro 
290 295 30C 



gag gga gaa gaa cca aaa gat agt tea tec gaa ata cct act tat atg 963 
Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Ser Glu He Pro Thr Tyr Met 
305 310 315 320 
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gga 


etc 


cac 


cac 


cac 


ccg 


gag 


aac 


cca 


cac 


acg 


gca 


ggc 


cac 


aca 


ccg 


Gly 


Leu 


His 


His 


His 


Ser 


Glu 


Asn 


Pro 


His 


Mec 


Ala 


Gly 


Tyr 


Thr 


Leu 










•j T r 










3 3 0 










3 3 5 




99- 


gag 


ccg 


gca 


cat 


cca 


gec 


aga 


ccg 


acc 


cca 


gee 


gga 


caa 


aga 


cgc 


Giy 


Glu 


Leu 


Ala 


His 


Leu 


Ala 


Arg 


Ser 


Thr 


Leu 


Ala 


Gly 


Gin 


Arg 


Cys 








"j a n 










3 4 5 










3 50 






ccg 


age 


acc 


caa 


aca 


cca 


999 


aga 


acc 


tea 


cac 


aaa 


teg 


gga 


cca 


cac 


Leu 


Ser 


Tie 


Gin 


Thr 


Leu 


Gly 


Arg 


He 


Leu 


His 


Lys 


Leu 


Gly 


Leu 


Hi 3 
















3 6 0 










3 65 








aaa 


cac 


age 


aca 


cca 


cca 


aaa 


aca 


gac 


tea 


gac 


gac 


cag 


age 


ecc 


aca 


Lys 


Tyr 


Ser 


lie 


Leu 


Pro 


Lys 


Thr 


Asp 


Ser 


Asp 


Asp 


Gin 


Ser 


Phe 


Thr 




"5 "7 ^ 










1 7 5 










3 30 










gat 


gaa 


acc 


aaa 


caa 


cca 


eca 


cec 


gac 


tec 


caa 


gaC 


acg 


acg 


-99 


gac 


Asp 


Glu 


— ^ ^ 


Lys 


Gin 


Leu 


Ser 


Leu 


Asp 


Phe 


Glu 


Asp 


Mec 


Mec 


Trp 


Asp 


3 8 5 










*> q n 

J 1? u 










j ? j 










400 


ccg 


ata 


gac 


caa 


tea 


cga 


acc 


acc 


gaa 


aca 


aca 


aca 


gag 


gca 


gee 


gac 


Leu 


lie 


Asp 


Gin 


Leu 


Arg 


He 


lie 


Glu 


Thr 


He 


Thr 


Glu 


Ala 


Ala 


Asp 
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410 










415 




gaa 


aaa 


aag 


acc 


aga 


aac 


cea 


ecc 


gec 


aga 


aac 


cac 


gca 


aca 


gag 


gca 


Glu 


Lys 


Lys 


Thr 


Arg 


Asn 


Leu 


Ser 


Val 


Arg 


Asn 


Tyr 


Ala 


lie 


Glu 


Ala 








*± £ u 










42 5 










43 0 






ccg 


egg 


cca 


cac 


aga 


ace 


gga 


ggc 


gga 


aga 


cca 


gag 


ata 


ace 


aaa 


caa 


Leu 


Trp 


Leu 


Tyr 


Arg 


Thr 


Gly 


Gly 


Gly 


Arg 


Pro 


Glu 


""" 1 e 




Lys 


Gin 






435 










440 










445 








acc 


gaa 


gag 


gac 


teg 


aca 


gca 


caa 


gca 


g" 


cag 


aaa 


eaa 








Thr 


Glu 


o x U 


Asp 


Leu 


lie 


Ala 


Gin 


Ala 


Val 


Gin 


Lys 












45Q 










455 










450 











.104 



:oo 



1333 
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<21i> 451 
<2I2> 

<213 > Candida albicans 
<400> 5 

Me: Asp Phe lie Gly GIu He lie Glu His Glu Thr GIu Ala Pro Lys 
15 10 15 

Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr lie Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 

Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 

Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu lie Arg Ser Glu Ala Ser 
50 55 50 

Lys lie His Gin Glu Asn lie Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
55 70 75 30 

Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
35 90 95 

Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly lie Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 160 



Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr 
155 170 



Lys Lys Val Ala Phe Asp 
175 
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Asp Asn lie Lys Thr 

130 

Leu Asp Pro Asn Gly 
195 

Pro Asn Asn Asp His 
210 



^3 

Val Lys Phe Glu Asp Leu 
135 



Trp Glu Asp Val Thr Asp 

200 



He Ala Pro Asp Asp Tyr 
215 



Asp Asp Gly He Glu 

190 

Val Asn Glu Leu Val 
205 

Gin lie Asn Pro Asp 
220 



Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val Kis Phe Thr Lys Pro Lys 
225 230 235 240 

Gin Pro Asp Leu Asp lie Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 

Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 

Met Thr Gin Pro Men Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser lie 
275 230 235 

Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu He Glu Leu Gly Pro 
290 295 300 



Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Ser Glu He Pro Thr Tyr Met 
3 °5 310 315 



320 



Gly Leu Kis Kis His Ser Glu Asn Pro Kis Met Ala Gly Tyr Thr Leu 
325 330 335 

Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 

Leu Ser He Gin Thr Leu Gly Arg He Leu His Lys Leu Gly Leu His 
355 350 355 



Lys Tyr Ser lie Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 

370 375 330 
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Asp Glu He Lys Gin Leu Ser Leu As? ?he Glu Asp Met Met Trp Asp 
335 390 395 400 

Leu He Asp Gin Leu Arg lie He Glu Thr He Thr Glu Ala Ala Asp 
405 410 415 

Glu Lys Lys Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala lie Glu Ala 
420 425 430 

Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu lie Thr Lys Gin 
435 440 445 



Thr Glu Glu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 
450 455 460 



<210> 7 
<211> 1333 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1380) 

<400> 7 

atg gat ttc ata gga gag ate a:a gag cat gag aca gag gca cct aaa 4 3 

Met Asp Phe lie Gly Glu lie lie Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 

15 10 15 

gaa cca acc cca aaa ccc aca att ggt gga ttc ccc gaa ctt aaa aaa 96 
Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr He Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 

tta aaa gaa aag aaa gtc tea aga tgg agg caa aag caa caa cag gag 144 
Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 



* 4 
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:ag age aca act ccc cca aaa act act gaa ate cgt tea gag get tec 
jlr. Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu lie Arg Ser Glu Ala Ser 



192 



50 



aaa att cac caa gaa aat ate gag aag acg get caa atg tea gag gaa 
Lys He His Gin Glu Asn lie Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 



70 75 30 



gag att ttg caa gag cgt gag gag tta eta aag ggt tta gac eet aaa 2 33 

Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
35 90 95 

cca att gaa agt ttg att ggt aga tee aag aaa agg gaa gca aca gac 3 36 

Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

cac gaa cac aat gca cat get cat gaa cat gca gag gga cac cat gga 334 

His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

egg att gga tea atg aaa act tct gaa gga tta aca gat tta tct caa 432 

Trp lie Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 

130 135 140 

tta gat aag gaa gat gtg gac cgt get ttg ggt ata agt tea tta tee 430 

Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 150 

tta tct gaa cct gag ggt ggc age aat acg aaa aaa gtc get ttc gac 523 

Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
155 170 175 

gat aat ate aag acg gtt aaa ttt gaa get ttg gat gat gaa act gaa 576 

Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Ala Leu Asp Asp Glu He Glu 
180 135 190 
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A* 

ttg gat cca aat gga tgg gag gac get act gat gtc aat gaa tta gtt 624 

Leu Asp Pro Asn Gly Trp Giu Asp Val Thr Asp Vai Asn Glu Leu Val 

195 200 205 

cct aat aat gat cac att gca cct gac gat tac cag att aat cct gat 572 

Pro Asn Asn Asp His lie Ala Pro Asp Asp Tyr Gin He Asn Pro Asp 

210 215 220 

age gat gaa gaa gga ttg aat aat act gtt cat ttt aca aaa ccc aaa 720 

Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His ?he Thr Lys Pro Lys 

22S 230 235 240 

cag cca gat ttg gat aca aat gat ccc gat ttc ttt gat aag eta cat 763 

Gin Pro Asp Leu Asp He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 

245 250 255 

gag aaa tac tat cct gat ttg cct aaa gaa aca gaa aag ttg tea egg 315 

Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 

260 265 270 

atg aca cag cca atg cca aaa caa ttg tct aca gtt tat gaa tea ata 354 

Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser He 

275 230 285 

tct gat atg aga ttt gac ttc aaa gga gat tta att gaa ttg age gca 912 

Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu He Glu Leu Ser Ala 

290 295 300 

gag gga gaa gaa cca aaa gat agt tea ttc gaa ata cct act tat atg 960 

Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Phe Glu He Pro Thr Tyr Met 

305 310 315 320 

gga ctt cat cat cat teg gag aac cca cat atg gca ggt tat aca ttg 1008 

Gly Leu His His His Ser Glu Asn Pro His Met Ala Gly Tyr Thr Leu 

325 330 335 




4 
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.At- 



ggt gag -eg gca can tta gec aga teg act tta get gga caa aga tgc 
Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 



1056 



:tg age at: caa aca tea ggg aga a:a era cat aaa 



cc;a tea ca: 1*04 



Leu Ser He Gin 
355 



Thr Leu Gly Arg He Leu His Lys Leu Gly Leu His 



aaa tac act ata eta cca aaa aca gac tea gat gat cag agt 



aca 



Lys Tyr Ser lie Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser ?he Thr 



370 



375 



330 



gat gaa ate aaa caa eta tea ett gac ttt gaa gat atg atg tgg gac 
Aso Glu He Lvs Gin Leu Ser Leu Asp ?he Giu Asp Met Met Trp Asp 



33: 



390 



395 



400 



1200 



ttg ata gac caa tta cga ate 
Leu lie Asp Gin Leu Arg Zie lie Glu 
405 



act gaa aca ata aca gag gca get gat 
Thr Glu Ala Ala Asp 
410 415 



1243 



gaa aaa aag acc aga aac tta tet gtc aga aat tat gea ata gag gca 1295 
Glu Lys Lys Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala lie Glu Ala 
420 425 430 



ttg tgg tta tat aga act gga ggt gga aga cca gag ata act aaa caa 1344 
Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu He Thr Lys Gin 



435 



440 



445 



ace gaa gag gat ttg ata gca caa gca gtt cag aaa taa 
Thr Giu Giu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 



450 



45: 



460 



1333 



<210> 3 

<21i> 450 
<212> 

<213> Candida albicans 
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<400> 3 

Met Asp Phe He Gly Glu lie 
1 5 



.e Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 
10 15 



Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr lie Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 

20 25 30 

Leu Lys Glu Lys Lys Val 3er Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 

35 40 45 



Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu He Arg Ser Glu Ala Ser 



50 



55 



60 



Lys He His Gin Glu Asn He Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
55 70 75 80 

Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
35 90 95 

Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

Trp He Gly Ser Men Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 

130 135 140 

Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 150 

Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
155 170 175 



Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Ala Leu Asp Asp Glu He Glu 
180 135 190 
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Leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Vai Asn Giu Leu Val 
195 200 205 

Pro A3" Asn Asp His He Ala Pro Asp Asp Tyr Gin He Asn Pro Asp 
2io 215 220 



Ser Asp Glu Gl 
225 



u Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys Pro Lys 

240 



230 



235 



Gin Pro Asp Leu 



x Aso He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 



245 



250 



Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 

Men Thr Gin Pro Met: Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser He 
275 280 285 

Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu He Glu Leu Ser Ala 
290 295 300 

Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Phe Glu He Pro Thr Tyr Met 
305 310 315 320 



Gly Leu H 



is His His Ser Glu Asn Pro His Met: Ala Gly Tyr Thr Leu 



325 



330 



335 



Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 



,eu Ser He Gin Thr Leu Gly Arg He Leu 

^ 350 365 



His Lys Leu Gly Leu His 



Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 



.vs Tyr Ser He Leu Pro Lys 

370 375 330 



Aso GiU 



335 



He Lys Gin Leu Ser Leu Asp Phe Glu Asp Met Met Trp Asp 



390 



395 



400 
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Leu lie Asp Gin Leu 
405 

Glu Lys Lys Thr Arg 
420 

Leu Trp Leu Tyr Arg 
435 

Thr Glu Glu Asp Leu 
450 



Arg lie He Glu Thr lie 
410 

Asn Leu Ser Val Arg Asn 
425 

Thr Gly Gly Gly Arg Pro 
440 

He Ala Gin Ala Val Gin 
455 
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Thr Glu Ala Ala Asp 
415 

Tyr Ala He Glu Ala 
430 

Glu He Thr Lys Gin 
445 

Lys 
460 



<210> 9 
<211> 2262 
c212> ADN 

<213> Candida albicans 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2262) 



<220> 

< 2 2 1 > modif ied — base 
<222> (1093) . . (1095) 



<220> 

<221> modif iedjoase 
<222> (1323) . - (1330) 



<400> 9 

atg gca gca gca cca cca cca cca gcg aaa aac cag ggt aag gca aaa 48 

Met Ala Ala Ala Pro Pro Pro Pro Ala Lys Asn Gin Gly Lys Ala Lys 

1 5 10 13 

cag cat gtt aca ggt gcc agg ttc cgt cag cga aaa ate teg gta aag 96 
Gin His Val Thr Gly Ala Arg Phe Arg Gin .Arg Lys He Ser Val Lys 
20 25 30 
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ZA 



cag ccc ttg act act cat aaa cag aga gac eta cct act eta gat age 
Gin Pro Leu Thr lie Tyr Lys Gin Arg Asp Leu Pre Thr Leu Asp Ser 
3 5 4 0 4 5 



aat gag tta gag cet agt eaa gte cat cat tta aat tet aat gcg tea 
Asn Glu Leu Glu Pro Ser Gin Val His Kis Leu Asn Ser Asn Ala Ser 
50 55 50 



192 



cea cea tea aca caa eaa ccg aga gac ett cat gca get gaa act ggg 
Ser Ser Ser Thr Gin Gin Pro Arg As? Leu His Ala Val Glu Thr Gly 

65 70 75 30 



240 



get gac aag aat gag gaa gag gaa gcg cat ctt cag caa gtt ate aat 
Val As? Lys Asn Glu Glu Glu Glu Val His Leu Gin Gin Val He Asn 
85 30 95 



233 



get gca caa aaa gca ctt ccg ggc ccg aaa aaa gaa gaa aaa age age 
Ala Ala Gin Lys Ala Leu Leu Gly Ser Lys Lys Glu Glu Lys Ser Ser 
IOC 105 HO 



336 



gat acg tat acc ccc aca ccg gac get teg agg ata tgg ccc gag gca 
Asp Met Tyr He Pro Thr Pro Asp Ala Ser Arg He Trp Pro Glu Ala 
115 120 125 



33- 



cac aag cat tac aag gat caa aag ccc aag cag cea gag aca cac acc 
His Lys Tyr Tyr Lys Asp Gin Lys Phe Lys Gin Pro Giu Thr Tyr He 
130 135 140 



432 



aag ccc agt gcg aca gta gag gac aca gtg ggt gtg gag tac aac atg 
Lys Phe Ser Ala Thr Val Glu Asp Thr Val Gly Val Glu Tyr Asn Met 
145 150 155 160 



t 30 



gac gag gta gat gaa aag ttt tat aga gag aca eta tge aag tac tat 
Asp Glu Val Asp Glu Lys Phe Tyr Arg Glu Thr Leu Cys Lys Tyr Tyr 
155 170 175 
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2^ 

ccc aaa aag aaa aac aag tea gat gag aac aac cga aag tgt act gaa 576 

Pro Lys Lys Lys Asn Lys Ser Asp Glu Asn Asn Arg Lys Cys Thr Glu 

130 135 190 



teg gag ttt gaa aca ate tgt gac aag ttg gaa aag ace act gaa gca 
Leu Glu ?he Glu Thr lie Cys Asp Lys Leu Glu Lys Thr lie Glu Ala 
195 200 2G5 



cga caa ccg ttt ttg tet atg gac ccc age aac att eta teg tac gag 672 
Arg Gin Pro Phe Leu Ser Met Asp Pro Ser Asn lie Leu Ser Tyr Glu 
210 215 220 



gag ttg teg teg tac att gtg gat eag ttt aaa agt gca gtg aaa aca 720 
Glu Leu Ser Ser Tyr lie Val Asp Gin Phe Lys Ser Ala Val Lys Thr 
225 230 235 240 



age aac ccg tat att gtt acc aat ggt ggg aat eta gag tat ata teg 763 
Ser Asn Pro Tyr lie Val Thr Asn Gly Gly Asn Leu Glu Tyr lie Ser 
245 250 255 



acg aca get tta aaa gag aga ttg teg aag gaa ata aag tat gaa ccg 815 
Thr Thr Ala Leu Lys Glu Arg Leu Ser Lys Glu lie Lys Tyr Glu Pro 
250 265 270 



ttt gtt act att ttt gat aag aac caa atg tec aca agt gcg gtg aga 354 
Phe Val Thr lie Phe Asp Lys Asn Gin Met Ser Thr Ser Ala Val Arg 
275 230 235 



cct att cee aaa ttg ttt gag ttg tte ggc aga cct gtt tat gat cat 912 
Pro lie Pro Lys Leu Phe Glu Leu Phe Gly Arg Pro Val Tyr Asp His 
290 295 300 



tgg aag gag aga aaa ata gaa aga aag ggc aaa ace ate cag ccc aca 960 
Trp Lys Glu Arg Lys lie Glu Arg Lys Gly Lys Thr He Gin Pro Thr 
305 310 315 320 
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etc aaa etc gag gar cc: aac ncg aac gaa aag gaa aac gac aan gac 1003 

Leu Lys Phe Glu Asp Pro Asn Ser Asn Glu Lys Giu Asn Asp Asr. Asp 

325 330 335 

cca nan ana ngn nnc aga cga cgn gag nnn agg caa gca aga aag acg 1055 

Pro Tyr lie Cys Phe Arg Arg Arg Glu Phe Arg Gin Ala Arg Lys Thr 

340 345 350 



aga aga gec gan aca ann ggn gca gag aga ana aga cng ang caa aag 
Ala Asp Thr He Gly Ala Glu Arg He Arg Ser Men Gin Lys 
355 360 365 



1104 



1152 



:oo 



ncg nng cac cgc gca cgn gan nng ana ang agn gnn agt gaa aga gag 

Ser Leu His Arg Ala Arg Asp Leu He Men Ser Val Ser Glu Arg Glu 

370 375 380 

anc enc aaa enc gac aan nnn caa gca gag can gaa nng tnn aaa gec 

He Leu Lys Leu Asp Asn Phe Gin Ala Glu His Glu Leu Phe Lys Ala 

385 390 395 400 



agg ngc gen acc aag gen ngn aag agg gag enc aan anc aag ggn gac 1243 

Arg Cys Ala Thr Lys Ala Cys Lys Arg Glu Leu Asn He Lys Gly Asp 
405 410 415 

gaa nac nng ttc nnn ccg can aaa aag aag aaa ann gnn cgn acn gaa 1296 

Glu Tyr Leu Phe Phe Pro His Lys Lys Lys Lys He Val Arg Thr Glu 
420 425 430 

gan gaa gaa agg gag aag aag aga gaa aag aag aag caa gac caa gaa 13 44 

Asp Glu Glu Arg Glu Lys Lys Arg Glu Lys Lys Lys Gin Asp Gin Glu 
435 440 445 

enn gca enc aag caa caa caa gca cna cag caa cag cag caa caa cca 1392 
Leu Ala Leu Lys Gin Gin Gin Ala Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Pro 

450 455 460 
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cca caa cca cca caa caa gca cca cca aaa caa gac ggt aca cca acg 

Pro Gin Pro Pro Gin Gin Ala Pro Ser Lys Gin Asp Gly Thr Ser Thr 
455 470 475 430 



1440 



age cag cc: can gec aaa ece cca ccc gca aaa gec cca gac acg gat 
Ser Gin Pro Tyr Val Lys Leu Pro Pro Ala Lys Val Pro Asp Mec Asp 
435 490 495 



1433 



:c z gz z aca gz z teg ccg gca cca aag gaa aag aac gaa acc acc aaa 
jeu Val Thr Val Ser Leu Val Leu Lys Glu Lys Asn Glu Thr lie Lys 
500 505 510 



153c 



cgc gec gtg ccg gag aaa teg cgc aag aga aag gaa cac gac aag gga 
Arg Ala Val Leu Glu Lys Leu Arg Lys Arg Lys Glu Kis Asp Lys Gly 
515 520 525 



.534 



ttt acc aat ttg aca gac gat ccg tac cag cca etc tec gac att tea 
Phe He Asn Leu Thr Asp Asp Pro Tyr Gin Pro Phe Phe Asp lie Ser 
530 535 540 



1532 



acc aat agg gec gaa gag teg age eat att ccg cat ccg teg acc gcg 
Thr Asn Arg Ala Glu Glu Leu Ser His He Pro Tyr Ser Ser lie Ala 
545 550 555 550 



.530 



gec aca cac tat cac caa ttc aac aca teg aac tac atg aac gac caa 
Ala Thr His Tyr His Gin Phe Asn Thr Ser Asn Tyr Met Asn Asp Gin 
565 570 575 



.723 



etc aaa aag eta cct gaa gag aaa aaa cct tta cct ggt gta aaa acg 
Leu Lys Lys Leu Leu Glu Glu Lys Lys Pro Leu Pro Gly Val Lys Thr 
530 535 590 



1775 



ttt ttg ggt tct aac ggg gag ttg gta cca teg aag gca ttt cca cac 
Phe Leu Gly Ser Asn Gly Glu Leu Val Pro Ser Lys Ala Phe Pro His 
595 500 605 



1324 
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% 
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ntg erg teg ttg ctt gag gaa aag cat aag gcg aca age ggg tat att 1372 
Leu Ser Ser Leu Leu Glu Glu Lys Tyr Lys Ala Thr Ser Gly Tyr lie 



510 



f 15 



gaa cga ::a ttg caa age gtg gag acg caa gat ttt agt tea tac aee 
Glu Arc: Leu Leu Gin Ser Val Glu Thr Gin Asp ?he Ser Ser Tyr Thr 



525 



530 



635 



1320 



aat gge ttt aaa gat gtt gag cea aaa gaa aea aat gaa cet gtt atg 1953 
Asn Gly ?he Lys Asp Val Glu Pro Lys Glu Thr Asri Glu Pro Val Met 



545 



550 



655 



gcg 



:e cag aca ata cgt cga aga gtg ggc agg get ggc agg gtt 



Ala ?he Pro Gin Arg lie Arg Arg Arg Val Gly Arg Ala Gly Arg Val 



560 



665 



570 



2015 



ttt ttg gac cac cag caa gag tac ceg caa ecg aat ttt cag caa gac 205^ 
Phe Leu Asc His Gin Gin Glu Tyr Pro Gin Pro Asn Phe Gin Gin Asp 



>30 



5 3 5 



aca gat cgt gtg gga ggt ace cca gat gtg tat tgt aaa gag gat gee 2112 



Thr Asp Arg Val Gly Gly 
590 



595 



Pro Asp Val Tyr Cys Lys Glu Asp Ala 

700 



att aaa cga tta cag tea aag tgg aag ttc gat aca gaa tat aaa aca 2150 
lie Lys Arg Leu Gin Ser Lys Trp Lys Phe Asp Thr Glu Tyr Lys Thr 



705 



71C 



715 



720 



act gaa cea ttt agt ttg gat cet tea aag ttg aat ggt att agt cea 
Thr Glu Pro Phe Ser Leu Asp Pro Ser Lys Leu Asn Gly lie Ser Pre 



725 



730 



735 



:o3 



tet acg caa teg att aga ttt ggg tet atg ttg ttg aat aga aca cgt 
Ser Thr Gin Ser lie Arg Phe Gly Ser Met Leu Leu Asn Arg Thr Arg 



74 0 



745 



750 



>255 



aaa tag 

Lvs 



2252 
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<210> 10 
<2il> 754 
< 2 1 2 > 

<213> Candida albicans 
<400> 10 

Met: Ala Ala Ala Pro Pro Pro Pro Ala Lys Asn Gin Gly Lys Ala Lys 
15 10 15 

Gin His Val Thr Gly Ala Arg Phe Arg Gin Arg Lys lie Ser Val Lys 
20 25 30 

Gin Pro Leu Thr lie Tyr Lys Gin Arg Asp Leu Pro Thr Leu Asp Ser 
35 40 45 

Asn Glu Leu Glu Pro Ser Gin Vai His His Leu Asn Ser Asn Ala Ser 
5 0 5 5 6 0 



Ser Ser Ser 



:hr Gin Gin Pro Arg Asp Leu His Ala Val Glu Thr Gly 
70 75 30 



Val Asp Lys Asn Glu Glu Glu Glu Val His Leu Gin Gin Val lie Asn 
85 90 95 

Ala Ala Gin Lys Aia Leu Leu Gly Ser Lys Lys Glu Glu Lys Ser Ser 
100 105 110 

Asp Me- Tyr lie Pro Thr Pro Asp Aia Ser Arg lie Trp Pro Glu Aia 
115 120 125 

His Lys Tyr Tyr Lys Asp Gin Lys Phe Lys Gin Pro Glu Thr Tyr lie 
130 135 140 



Lys Phe Ser Ala Thr Vai Giu Asp Thr Vai Gly Val Glu Tyr Asn Met 
145 150 155 160 
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Asp Glu Val Asp Glu Lys ?he Tyr Arg Glu Thr Leu Cys Lys Tyr Tyi 

165 170 175 

Pro Lys Lys Lys Asn Lys Ser Asp Glu A sr. Asn Arg Lys Cys Thr GIl 

130 135 190 



Leu Glu Phe Glu Thr H 
195 



Zys Asp Lys Leu Glu Lys Thr lie Glu Ala 
200 205 



Arg Gin Pro Phe Leu Ser Met Asp Pro Ser Asn lie Leu Ser Tyr Glu 

210 215 220 

Glu Leu Ser Ser Tyr lie Val Asp Gin Phe Lys Ser Ala Val Lys Thr 

225 230 235 240 

Ser Asn Pro Tyr lie Val Thr Asn Gly Gly Asn Leu Glu Tyr He Ser 

245 250 255 

Thr Thr Ala Leu Lys Glu Arg Leu Ser Lys Glu He Lys Tyr Glu Pro 

260 255 270 

Phe Val Thr He Phe Asp Lys Asn Gin Met: Ser Thr Ser Ala Val Arg 

275 230 285 

Pro lie Pro Lys Leu Phe Glu Leu Phe Gly Arg Pro Val Tyr Asp His 

290 295 300 



Trp Lys Glu Arg Lys He Glu Arg Lys Gly Lys Thr He Gin Pro 



305 



310 



315 



320 



Leu Lys Phe Glu Asp Pro Asn Ser Asn Glu Lys Glu Asn Asp Asn Asp 

325 330 335 

Pro Tyr He Cys Phe Arg Arg Arg Glu Phe Arg Gin Ala Arg Lys Thr 
340 345 350 



Arg Arg Ala Asp Thr He Gly Ala Glu Arg He Arg Ser Met: Gin Lys 
355 360 365 
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Ser Leu His Arg Ala Arg Asp Leu He Met: Ser Val Ser Glu Arg Giu 
370 375 380 

He Leu Lys Leu Asp Asn ?he Gin Ala Giu His Glu Leu ?he Lys Ala 
335 390 395 400 

Arg Cys Ala Thr Lys Ala Cys Lys Arg Giu Leu Asn He Lys Gly Asp 
405 410 415 

Glu Tyr Leu Phe Phe Pro His Lys Lys Lys Lys He Val Arg Thr Glu 
420 425 430 

Asp Giu Glu Arg Giu Lys Lys Arg Giu Lys Lys Lys Gin Asp Gin Giu 
435 440 445 

Leu Ala Leu Lys Gin Gin Gin Ala Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Pro 
450 455 450 

Pro Gin Pro Pro Gin Gin Ala Pro Ser Lys Gin Asp Gly Thr Ser Thr 
465 470 475 430 

Ser Gin Pro Tyr Val Lys Leu Pro Pro Ala Lys Val Pro Asp Met Asp 
485 490 495 

Leu Val Thr Val Ser Leu Val Leu Lys Glu Lys Asn Glu Thr He Lys 
500 505 510 

Arg Ala Val Leu Glu Lys Leu Arg Lys Arg Lys Glu His Asp Lys Gly 
515 520 525 



Phe He Asn Leu Thr Asp Asp Pro Tyr Gin Pro Phe Phe Asp He Ser 
530 535 540 



Thr Asn Arg Ala Glu Glu Leu Ser His He Pro Tyr Ser Ser He Ala 
545 550 555 560 



* V 
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Ala Thr His Tyr His Gin ?he Asn Thr Ser Asn Tyr Met Asn Asp Gin 
555 570 575 

Leu Lys Lys Leu Leu Glu GIu Lys Lys Pro Leu Pro Gly Val Lys Thr 
5 3 0 5 3 5 5 9 0 



Phe Leu Gly Ser Asn Gly Glu Leu Val Pro Ser Lys Ala ? 

505 600 505 



le Pro 



Leu Ser Ser Leu Leu 
610 



5lu Glu Lys Tyr Lys Ala Thr Ser Gly Tyr lie 

515 620 



Glu Arg Leu Leu Gin Ser Val Glu Thr Gin Asp Phe Ser Se: 
S2* 630 535 640 



Asn Gly Phe Lys Asp Val Glu Pre Lys Glu Thr Asn Glu Pro Val Met 
645 650 655 



Ala Phe 



Pro Gin Arg He Arg Arg Arg Val Gly Arg Ala Gly Arg Val 



J70 



Phe Leu Asp His Gin Gin Glu Tyr Pro Gin Pro Asn Phe Gin Gin Asp 
675 630 635 



Arg Val Gly Gly lie Pro Asp Val Tyr Cys Lys Glu Asp Ala 



:hr Asp Arg 

690 695 700 



He Lys Arg Leu Gin Ser Lys Trp Lys Phe Asp Thr Glu Tyr Lys Thr 

705 710 715 720 

Thr Glu Pro Phe Ser Leu Asp Pro Ser Lys Leu Asn Gly He Ser Pro 

725 730 735 



Ser Thr Gin Ser He Arg Phe Gly Ser Mec Leu Leu Asn Arg Thr Arg 
740 745 7 50 



Lys 
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<210> 11 

<211> 447 

<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 

<22Q> 

<221> CDS 

<222> (1; . . (447) 

<400> 11 

acg :ca gat a:a gat a:a gat aac gta era aa: tea gaa gaa gaa caa 43 

Met 5er Asp lie Asp lie Asp Asn Val Leu Asn Leu Glu Glu Glu Gin 
15 10 15 

tat gaa tta gga ttt aaa gaa ggt caa ata caa gga aca aaa gat caa 96 
Tyr Glu Leu Gly Phe Lys Glu Gly Gin lie Gin Gly Thr Lys Asp Gin 
20 25 30 

tat tta gaa gga aaa gaa tat ggt tat caa act gga ttt caa cga ttt 144 
Tyr Leu Glu Gly Lys Glu Tyr Gly Tyr Gin Thr Gly Phe Gin Arg Phe 
35 40 45 



191 



240 



tta ate att ggt tat act caa gaa tta atg aaa ttt tgg tta tec cat 

Leu lie lie Gly Tyr lie Gin Glu Leu Met Lys Phe Trp Leu Ser His 

50 5 5 50 

ata gat caa tat aat aac tct tct tea ctt egg aat cat ttg aat aat 

lie Asp Gin Tyr Asn Asn Ser Ser Ser Leu Arg Asn Kis Leu Asn Asn 

65 70 75 30 



ttg gaa gat att atg gca caa att tct ata acg aat gga gat aaa gaa 233 

Leu Glu Asp He Met Ala Gin lie Ser He Thr Asn Gly Asp Lys Glu 

35 90 95 

gtt gaa gat tat gaa aaa aat att aaa aag gca aga aat aaa tta aga 33o 

Val Glu Asp Tyr Glu Lys Asn lie Lys Lys Ala Arg Asn Lys Leu Arg 

100 105 110 



4 
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3A 



gng a:a get: agt aca acn aaa gaa acc egg aaa an: gat: zza. zzg gac 334 
Val lie Ala Ser lie Thr Lys Glu Thr Trp Lys He Asp Ser Leu Asp 



aa: t: eg gcg aaa gaa gca gg- gga ac: 



caa crrr acc aaa aac ccc 432 



Asn Leu Val Lys Glu Val Gly Gly Thr Leu Gin Val Ser Glu Asn Pro 



130 



140 



gati gar acg zgg tga 
Asp Asp Men Trp 
145 



447 



<210> 12 
<211> 149 
<212> 

<2 13 > Candida albicans 

<400> 12 

Me- Ser Asp He Asp lie Asp Asn Val Leu Asn Leu Glu Glu Glu Gin 
1 5 10 15 

Tyr Glu Leu Gly ?he Lys Glu Gly Gin lie Gin Gly Thr Lys Asp Gin 
20 25 30 

Tyr Leu Glu Gly Lys Glu Tyr Gly Tyr Gin Thr Gly Phe Gin Arg Phe 
35 40 45 

Leu lie lie Gly Tyr lie Gin Glu Leu Met Lys Phe Trp Leu Ser His 
5C 55 60 

lie Asp Gin Tyr Asn Asn Ser Ser Ser Leu Arg Asn His Leu Asn Asn 

65 70 75 30 



Leu Glu Asp lie Me: Ala Gin He Ser lie Thr Asn Gly Asp Lys Glu 
35 90 95 
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Val Glu Asp Tyr Glu Lys Asn He Lys Lys Ala Arg Asn Lys Leu Arg 
100 105 110 



Val He Ala Ser He Thr Lys Glu Thr Trp Lys He Asp Ser Leu Asp 
115 120 125 

Asn Leu Val Lys Glu Val Gly Gly Thr Leu Gin Val Ser Glu Asn Pro 
130 135 140 

Asp Asp Met Trp 
145 



<21Q> 13 
<211> 965 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> ; 1 ) - - (966) 

<400> 13 



atg 


ggt 


aaa 


aga 


aga 


gta 


gat 


gaa 


gaa 




gat 


tea 


gat 


att 


gat 


gtt 


43 


Met 


Gly 


Lys 


Arg 


Arg 


Val 


Asp 


Glu 


Glu 


Ser 


Asp 


Ser 


Asp 


He 


Asp 


Val 












5 










10 










15 






agt 


tea 


acc 


gat 


tea 


gaa 


act 


gaa 


tta 


gaa 


age 


aca 


caa 


caa 


caa 


caa 


96 


Ser 


Ser 


Thr 


Asp 


Ser 


Glu 


Thr 


Glu 


Leu 


Glu 


Ser 




Gin 


^_n 


Gin 


Gin 










20 










25 










30 








caa 


caa 


caa 


gaa 


ggt 


get 


act 


aca 


att 


caa 


gaa 


act 


gt t 


gat 


gtt 


gat 


144 


— i-i. 


Gin 


Gin 


Glu 


Gly 


Ala 


Thr 


Thr 


He 


Gin 


Glu 


Thr 


Val 


Asp 


Val 


Asp 








35 










40 










45 










ttt 


gat 


ttt 


ttt 


gat 


tta 


aat 


cct 


caa 


att 


gat 


etc 


cat 


get 


act 


aag 


192 


Phe 


Asp 


Phe 


Phe 


Asp 


Leu 


Asn 


Pro 


Gin 


lie 


Asp 


Phe 


His 


Ala 




Lys 





50 55 60 



4 
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33 

aat 1 1 - t:a aga caa tta ttt ggt gat gat a an gga gaa aa: ::a 240 

Asn Phe Leu Arg Gin Leu Phe Gly Asp Asp Asn Gly Glu ?he Asn Leu 

65 70 75 3 0 

age gaa ata gec ga: eta att tea cga gaa aat tec gtg ggg aca tea 233 

Ser Glu He Ala Asp Leu He Leu Ar-g Glu Asn Ser Val Gly Thr Ser 

35 90 95 

att aaa act gaa gga atg gaa agt gat cca ttt gca att tta agt gta 336 

He Lys Thr Glu Gly Met Glu Ser Asp Pro Phe Ala He Leu Ser Val 

100 105 110 

att aat tta act aat aat tta aat gtg gec gtg att aaa caa ttg att 334 

He Asn Leu Thr Asn Asn Leu Asn Val Ala Val He Lys Gin Leu He 

115 120 125 

gaa tat att tea aat aaa acc aaa tct aaa act gaa ttc aat att att 432 

Glu Tyr He Ser Asn Lys Thr Lys Ser Lys Thr Glu Phe Asn He He 

130 135 140 

ttg aaa aaa ttg tta acc aat cag aac gat act act aga gat agg aaa 43 0 

Leu Lys Lys Leu Leu Thr Asn Gin Asn Asp Thr Thr Arg Asp Arg Lys 

145 150 155 160 

ttt aaa act gga tta ata att agt gaa aga ttt ata aat atg cca gtt 528 

Phe Lys Thr Gly Leu He He Ser Glu Arg Phe He Asn Met Pre Val 

165 170 175 

gaa grg att cca cca atg tat aaa atg ctt tta caa gaa atg gaa aaa 576 

Glu Val He Pro Pro Met Tyr Lys Met Leu Leu Gin Glu Met Glu Lys 

130 135 190 

get gaa gat get cat gaa aat tat gaa ttt gat tat ttt tta att ata 624 

Ala Glu Asp Ala His Glu Asn Tyr Glu Phe Asp Tyr Phe Leu He He 

195 200 205 



4 
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3<f 

tea aga gtt tat: caa eta gtt gat cca gtg gaa aga gaa gat gaa gat 672 

Ser Arg Val Tyr Gin Leu Val Asp Pro Val Glu Arg Glu Asp Glu Asp 

210 215 220 



gat aat eta get aaa tea gtc att gaa atg gaa caa caa ttc cca cct 
Asp Asn Leu Ala Lys Ser Val lie Glu Met Glu Gin Gin ?he Pro Pro 
3C5 310 315 320 



cca taa 
Pro 



T 20 



753 



315 



cac gaa aaa gaa tec aat cgt aaa aag aag aac aag aat aag aag aag 

His Glu Lys Glu Ser Asn Arg Lys Lys Lys Asn Lys Asn Lys Lys Lys 

225 230 235 240 

aaa ttg get aat aat gaa cca aaa cca ata gaa atg gat tat ttc cat 

Lys Leu Ala Asn Asn Glu Pro Lys Pro He Glu Met Asp Tyr Phe His 

245 250 255 

ctt gaa gat caa att ttg gaa tea aat act caa ttt aaa gga ata ttt 

Leu Glu Asp Gin lie Leu Glu Ser Asn Thr Gin Phe Lys Gly He Phe 

260 255 270 

gaa tat aat aat gaa aat aaa caa gaa aca gat tea aga aga gta ttt 
Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Lys Gin Glu Thr Asp Ser Arg Arg Val Phe 

275 230 235 



act gaa tat ggt att gat cct aaa tta agt tta ate tta att gat aaa 912 
Thr Glu Tyr Gly He Asp Pro Lys Leu Ser Leu He Leu He Asp Lys 
290 295 300 



364 



960 



966 



<210> 14 
<211> 322 
<212> 

<213> Candida albicans 



4 
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<400> 14 

Me: Gly Lys Arg Arg Val Asp 
1 5 



;iu Glu Ssr Asc Ser Aso lie Asp Val 



Ser Ser Thr Asp Ser Glu Thr Glu Leu Glu Ser Thr Gin Gin Gin Gin 

20 25 30 

Gin Gin Gin Glu Gly Ala Thr Thr lie Gin Glu Thr Val Asp Val Asp 
35 40 45 

?he Asp Phe Phe Asp Leu Asn Pro Gin He Asp ?he Kis Ala Thr Lys 
50 55 60 

Asn Phe Leu Arg Gin Leu Phe Gly Asp Asp Asn Gly Glu Phe Asn Leu 
65 70 75 80 

Ser Glu He Ala Asp Leu He Leu Arg Glu Asn Ser Val Gly Thr Ser 
85 90 95 

He Lys Thr Glu Gly Mec Glu Ser Asp Pro Phe Ala He Leu Ser Val 
100 105 110 

He Asn Leu Thr Asn Asn Leu Asn Val Ala Val He Lys Gin Leu He 
115 120 125 

Glu Tyr He Ser Asn Lys Thr Lys Ser Lys Thr Glu Phe Asn He He 
130 135 140 

Leu Lys Lys Leu Leu Thr Asn Gin Asn Asp Thr Thr Arg Asp Arg Lys 
145 150 155 160 

Phe Lys Thr Gly Leu He He Ser Glu Arg Phe He Asn Mec Pro Val 
165 170 175 



Glu Val He Pro Pro Men Tyr Lys Met: Leu Leu Gin Glu Mec Glu Lys 
180 135 190 
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3* 



Ala Glu Asp Ala His Glu Asn Tyr Glu Phe Asp Tyr ?he Leu lie lie 
195 200 205 

Ser Arg Val Tyr Gin Leu Val Asp Pro Val Glu Arc Glu Asp Glu Asp 
210 215 220 

His Glu Lys Glu Ser Asn Arg Lys Lys Lys Asn Lys Asn Lys Lys Lys 
225 230 235 240 

Lys Leu Ala Asn Asn Glu Pro Lys Pro He Glu Met Asp Tyr Phe His 
245 250 255 

Leu Glu Asp Gin lie Leu Glu Ser Asn Thr Gin Phe Lys Giy lie Phe 
260 255 270 

Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Lys Gin Glu Thr Asp Ser Arg Arg Val Phe 
275 230 235 

Thr Glu Tyr Gly He Asp Pro Lys Leu Ser Leu He Leu lie Asp Lys 
290 295 300 

Asp Asn Leu Ala Lys Ser Val He Giu Met: Glu Gin Gin Phe Pro Pro 
305 310 315 320 



Pro 



<210> 15 
<211> 320 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 15 

caattcaccc atggcccgtt cnggaaaczg a::ct:ggta aaactgccaa cgaa::agaa 60 



aaatogcaag actrgcccaa tgaatatatg atngrggaga atgtgccat: attaaacaga 120 
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rtcacnagca caccnaagga gtacggcgac ttaaactgt: cagcacrtgc cgcgggcata 130 



ancgagggag caccngacaa :ag:gga::c aacgccgang ::acagcaca cacggtcgcc 240 
acagatgcaa atccatcaag aacag:a:: z rcgatcaagc ::gacga:: z :aa:: 30C 

agagagagt. z cgagacz-gg 3 20 

<210> 16 
<211> 295 
<212> ADN 

<213 > Candida albicans 
<400=» 16 

gt ncacgrct ggtgacccag agcgtctcaa ccanantgcn cgactanaca :acgaac:cg 50 
accgagcaag ::gaa:aaac ::ac:a:::: ttacatcaaz gaaagcagrc aaaacganaa 12 0 
cc*attgtcc aaagaggaaa gaga:tata- acacaaaca: c:ccagac:: cgacrcaac: 130 
atacaacaac tgtttccuca aaaaactacc acaaacg-tg accca:cngg acgacaccag 240 
tggtggacaa ccaatgatcg trgagccaga t-cagaccag cctgcgccta ccaaa 295 

<210> 17 
<2I1> 392 
<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 
<400> 17 

a:ctc:ga:a tgaganttgg ct::aaaggc ga:::aa:tg aattggcicc agtgggagat 50 
gcaccaaaag atagctca:c cgacatacg: ac:ca:acgg gaccccacca tcattcggag 120 
accccacaca tggcaggtca tacatnggg _ gag"ggccc acrragccag a:cgaccc:a 130 



4 
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gctiggacaaa gacgcctzgag cattcaaaca ttagggagaa tcctccataa attgggatca 240 

ca:aaataca gtanaccacc aaaccagctc aatgaccaga gzt :tacaga cgaatcaaaa 300 

cza:cacttg acncrgaaga cagatg-ggg ac::ga:aga ccaat:acga atca::gaaa 360 

caacaacaga ggcagccga- ggaaaaaaga cc 3 92 

<210> 13 
<2I1> 335 
<2 12 > ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 13 

attcccacac cggacgctitc gagganatgg cccgaggcac acaagtacta caaggatcaa 60 

aag"caagc agccagagac atacatcaag tcnagtgcga cagcagagga cacagtgggc 120 

gcggagtaca atatggacga ggcagatgaa aagtct^ata gagagacact atgcaag-ac 130 

tancccaaaa agaaaaacaa gticagatgag aacaaccgaa agtg-acrga acrggagt-- 240 

gaaacaacc: gcgacaagtt; ggaaaagacc attgaagcac gacaaccgct: tctgcctacg 300 

gaccccagca acattctatc gtacgaggag trgtzc 335 



<210> 19 
<211> 326 
<212> ADN 

<213 > Candida albicans 
<400> 19 

aga cat agar aatgta:caa atcragaaga agatcaata: gaattaggat tnaaagaagg 50 
ccaaacacaa ggaacaaaag atcaatactt agaaggaaaa gaatacggtt an caaac egg 120 



WO 00/75305 ^HF PCT/FR00/01567 

act-caacga t:t:t:aa:ca ttggctacat ccaagaatta acgaaactt: cct::a:ccca 130 

:a: aca ::aa :a:aacaacc c:cc::cacc tcggaatca: i:gaa:aa:: cggaagazat 24C 

"a:ggcacaa at::ccataa cgaatggaga :aaagaag:: gaagaccacg aaaaaaacac 300 

caaaaaggca agaaacaaac raagag 32 5 

<210> 20 
<21I> 374 
<212> ADN 

<213 > Candida albicans 
<400> 20 

ccr caaattg atttcca:gc taccaagaat: :::taagaca "acccggcg angacaangg 5 0 
agaat-zaat ::aagtgaaa tagccga:: 1 aactrtacga gaaaacnccg cggggacatc 12 C 
aattaaaacc gaaggaacgg aaagtgaccc antcgcaact ccaagtgcaa ccaa:::aac 130 
:aataatt:a aacgnggccg tgattaaaca atcgactgaa tacacrrcaa acaaaaccaa 240 
anctaaaacc gaattcaana rt:at::ngaa aaaacrgttia accaatcaga acgatac.ac 300 
tagagatagg aaatttaaaa ctggactaat aattagtgaa agatctacaa acatgccagt 360 
tgaagcgant ccac 374 



<210> 21 
<211> 35 
<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 
<400> 21 

caactcattc atgcccgnat c -ggaaat eg at: 
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<210> 



<211> 29 



<212> ADN 

< 2 1 3 > Candida albicans 
<4 00 > 22 

ccaaatccca aaccctctcc aa::aaaac 

<210> 23 
<211> 33 
<2 12 > ADN 

<213 > Candida albicans 
<400> 23 

gcncacgr" ggtgacrcag agcgtctcaa ccatating 

<210> 24 
<211> 33 
<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 
<400> 24 

tticgacaaac acaggctggt ctaaatccgg czc 

<21Q> 25 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 25 

acctctigaca tgagatitngg etc caaaggc ga 



<210> 25 



0 



4 
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<211> 32 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
< 4 0 C > 2 5 

ggncm:-tc ccaccagccg cctccgita: rg 32 



<21D> 2 7 
<211> 20 
<2I2> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 27 

at:cccacac cggacgcrcc 2 0 



<210> 28 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 23 

gacaactcci cgcacgacag 20 

<210> 29 
<2 11 > 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 29 

agacaatgta tcaaatitag 2C 

<21C> 30 
<21i> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 




* 
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<400> 30 



ccccnaacrc a 



tt-ctcgcc 



20 



<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 31 

cctcaaattg ac::ccacgc 20 

<210> 32 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Candida albicans 



<400> 32 



gtggaancac ctcaactggc 



20 
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Comparaiscn traduction sonde de CaDR472w x YDR4 72w : 

1 QFIKVRIWKLIFGKTXIELX 2 0 

MM . ! . ! . I 

MM M M • ! 

151 NERLQEKQTESLSNYITKMRRRDLKILDILQFIHGTLWSYLFNHVSDDLV 20 0 
21 NSQDLPMEYMIVENVPLLNRFIS IPKSYGDLNCSAFVAGI IEGALDN5GF 70 

i : M I I h I I i • I Mi M I M • i I I • ! I 

201 KSSERDNEYMIVDNFPTLTQF . . IPGE . . NVSCEYFVCGI IXGFLFNAGF 246 

71 NAD VT AHTVATD AN P LRTVF L I KFD D S VL I RE S L R. F . . ICS 

I II I • * I M : I I ■ M II ! I ill 

24 7 PCGVTAKR^PQGGHSQRTVYLIQFDRQVLDREGLRFG* 2 34 
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oinparaison traduction sonde de CaDR4 3 9 x YBR4 3 9w : 

1 FMFGDSERLNYIVRLYIRTRLSX 23 

101 ISMGFLDMQNASNAN?PMPNESKL?LLCMETSLERLK?VIRSYIRCRLSX 15 0 

24 LNKFTIFYINESSQNDN LLSKEERDYIHKYFQILTQLYNNCFL 6 6 

:-||.: !: : . = -:| I II hi I : I h h I 

151 IDKFSL . YLRQLNEDENSLISLTDLLSKDEIKYKDTHSLIWLKL.VNDSIL 199 

67 KKLPQMLTYLDDT5GGQSMIVEPDLDQPVFIK 93 

I :|: I -II I -II III III 
2 00 KYMPEELQAINDTEGSVNMIDEPDWNKF^/FIiTTNGPPDGKWNEDPLLQEN 24 9 



FIGURE 2 
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Comparaison traduction sonde de CaDR5 2 7 x YDR527w : 

I I SDMRFGFKGDLIS 14 

2 51 DKLHEKYFPDLPKSVDKLKWMQPVQQKTDKNY Z IEDVSECRFDFNGDLV . 2 9 5 
15 IJ^PVGDAPKDSSSDIRTHMGLKHHSETPHMAGYTLGEIaAHLARSTLAGQR 64 

! i I I i I I I h * ! = i I I I = II I I ! i I i I I 

3 00 PPTRQIDSTIKSGLHHHSDSPELiAGYTIVELEHLARSTFPSQR 342 

65 CLS I QTLGRI FKKL.GLKKYS ILPNQLNDQS FTDE3 KLS LDFEDRCGT* * T 114 

i-MMMI -IN I I ■= - = 1 • i= ■ 

343 CIAIQTLGRILYKLGQKSYYQLVPEIDADTYXEDGSI3 . NVMDKIYSMF . 3 90 

115 £TfESLKQ*QRQLMEKR 130 

3 91 . WDLIKDG . . KVIESLEISSDEKFTRNLSVRNYAIDALWLWKQGGGDFRT 437 



FIGURE 3 
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Corr.paraison traduction sonde de CaF1024 x YFLG 2 4 c : 

1 I ?T P DAS R I WPEAHKYY KDQ KF KQPETYIK 3 0 

IIIIIM II hi l-= -III 

101 EVHLHRILQMGSGHTKHKDYIPTPDASMTWNEYDKFYTG . SFQSTTSYIK 149 

31 FSATVEDTVGVEYNMDEVDEKFYRETLCKYYPKKKNKSDENNRKCTELEF 8 0 

IIIIIM I I I II !! I I I - I I ! Mil 

150 FSATVEDCCGTNYNMDERDETFLNEQV NKG3SD .... ILTEDEF 189 

81 ETICDKLEKTIEARQPFLSMDPSNILSYEEL Ill 

1=1 I I I I I M I I I! M I h I M 

190 EILCSSFEKAIHERQPFLSMDPESILSFEELKPTLIKSDMADFNLRNQLN 23 9 



FIGURE 4 
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ComDaraisor. traduction sonde de CaNL2 6Qc.x YNL250c.: 



1 DIDNVLNLESEQY 13 

! I I - ! I M I t 

1 MVRNRFIRKMKKNLFKSNHLSYLKSKWKVKITGQIK^ 5 0 

14 ELGFKSGQIQGTKDQYLEGK2YGYQTGFQRFLIIGYIQELMKFWLSHIDQ 5 3 

: | | M I : I : M I I : I I I I I I I I - I - I I : 

51 QEGFLEGQNENIKQSFLEGKQYGLQVGFQRFTLLGQMEGLCDV. . . . IZS 96 

64 YN . NSSSLRNKLNNLEDIMAQISITNGDKEVEDYEKNIKKARNKLR . . - . 103 

j .| .| : :| = - I I • ! : : I = : ! = I ! I 

3 7 YGLHSPTLEKNIHTIRTLMKGLKMNl^DESVMEFERVLIKLKNKFRTILI 14 6 



FIGURE 5 
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Comparaison traduction sonde de CaDR361 x YDR3S1C : 

1 LKLISMLLRIFKTLFG.DDNGEFNLSEIADLILRENS 3 6 

: I I I I II : • I ! : ! 1 I I I I 

51 IDFDFFGGNPEVDFHALKNLLR. . . QLFGPQESTRIQL53LADLIL . . GS 55 

3 7 VGTSIKTEGMESDPFAILSVINLTNNLNVAVIKQLIEYILNKTKSKTEFN 8 6 

|-|||:| IMh II - I ! H= I 

9 6 PTTTIKTDGKESDPYCFLSFVDFKAN HLSDYVKYLQKVDMRLS 13 8 

3 7 IILKKLIjTNQNDTTRDRKFKTGLIISERFINMPV"EVI? 124 

| : : - | h : I ! I I ! I I i ! : I 

13 9 TFFKTMIDSGNK NCALVLSERLINMPPEWPPLYKITLEDVAT 181 



FIGURE 6 
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[iouveaux derives de I ' c-ch i ncca ::oi ne , leur c r:ceo- de 
crecaraticn et leur acol 1 cat i on comme anancnaiques . 



La preserve :nvea:icn c once me de nouveaux derives de 
r recninocandino, ieur precede de preparation, ea leur 
acpi rcaticn comme an t a f ong i ques . 

L' invenrion a pour objet sous toutes ies formes 
d' isomeres possibles ainsa que leurs melanges, les composes 
ae formule ( I ) : 




(I) 



HO Y 



25 dans lesquels 

ou bien Ri et R : identiques ou differents l'un de 1' autre, 
representent un atome d'hydrogene, un radical hydroxyie, un 
radical alkyle renfermant jusqu'a 3 atomes de carbone 
iineaire, ramifie ou cyclique, event ue 1 lement interrompu pa 

30 un atome d' oxygene eventuel lement substitue par un atome 
d'halcgene, un radical OH , un radical 




N 



a et b identiques ou differents l'un de 1' autre, represents 
un atcme d'hydrogene ou un radical alkyle renfermant jusqu' 
8 atom.es de carbone, a et b pouvano e vent ue 1 1 emen t former 
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avoc 1 ' atome d ' azote ur. he t orocycio renfermant 6 v o n t u e i i erne r: t 

ur. o:j piusieurs heteroatorr.es supplement a i res , 

ou oier. Ri forme avec 1' atone ae c:;rno::e e naocy c 1 i que 

port ant le radical N une double liaison et ou bien R2 

R2 



represente ur. radical XRa , X repre-entant un atome d' oxygene 
10 c'j un radical NH ou N-aikyie renfermant jusqu'a 8 a tomes de 
cart'One et Ra represente un atome d'hydrogene, un radical 
a 1 k y 1 e iineaire, r ami f i e ou c y c 1 1 qu e rente r ma n t iusqu' a 8 
a tomes de carbone eventuellement substltue par un ou 
plusieurs atones d'hal;>gene, p>ar un ou plusieurs radicaux OH, 
15 CO?H, CO-alc, 

par un radical N 

\ 

b' 

20 a' et t' representant un atome d'hydrogene, un radical alkyie 
renfermant jusqu'a 3 atonies de carbone, a' et b' pouvant 
former un heterocyele renfermant eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes suppiementa i res et/ou par un hetero- 
cycle renfermant un ou plusieurs heteroatomes ou R2 

25 represente un radical 

N-C-NL 

II 9 
N 

\ 

e 

dans iequei d, e, f et g representent un atome d'hydrogene ou 
un radical alkyie renfermant jusqu'a 3 atomes de carbone, f 
et g pouvant en outre representor un radical acyle renfermant 
jusqu'a 8 atomes de carbone, e et f pouvant egalement former 
un cycle renfermant eventuellement un ou plusieurs hetero- 
atomes, 

R : < represente un atome d'hydrogene, un radical methyle ou 
hvdro x vie 



3 0 
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r:gor>? :\: raa.Ca. hyd r z :■: y 1 

. ^ i o-d rn\ i i s r a ci icsu x s u v ci r. L 



N— O 



-0(CH 2 ) 4 CH 3 



\ // 
O-N 



'/ V ^ 0(CH 2 ) 4 CH 3 



// 
O-N 



-0(CH 2 ) 4 CH 3 



N- 
H 



// 



^— 0<CHj) 4 CH : 



N-N 



=/ 



0(CH 2 ) 4 CH 3 



V — OC,H 



7" '15 



N-N 

// \> 



;^0(CH 2 ) 4 CH 3 



N-0 

// 



(CH 2 ) 7 -CH 3 
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O 




\ 




o 



0 



II \=/ \=/ 




o 



T represents un atome d' hydrogene, un radical methyle, un 
radical CH 2 CONH 2 , CH 2 C=tJ, ur. radical (CH 2 ) 2 NH 2 ou ( CH 2 ) 2 Na lc + X", 
X etant un atome d' halogene et ale un radical alkyle renfer- 
5 mant jusqu'a 5 a tomes de ca roone , 

Y represents un a tome d' hydrogene, un raoical hydroxyle ou un 
atome d' halogene ou un radical OSO3H ou i'un des sels de ce 
radical , 

W represente un atome d' hydrogene ou un radical OH, 
0 Z represente un atome d' hydrogene ou un radical methyle, 

ainsi que les sels d' addition avec les acides des produits de 
f ormule ( I ) . 

Parmi les sels d' addition avec les acides, on peut citer 
ceux formes avec les aoides mineraux, tels que les acides 

b chlorhydrique, b romhydr lque , sulfurique ou phosphorique ou 
avec les acides orqaniques comme 1'aeide formique, acetique, 
trif luoroacet ique, propionique, benzoique, maleique, fuma- 
rique, suecrnique, tartrique, citrique, oxalique, glyoxy- 
lique, aspartique, a 1 ca nesul f oniques , tels que les acides 

0 methane ou ethane sulfoniques, a ry 1 sui f oniques tels que les 
acides benzene ou paratioluenesul f oniques . 

L' invention a plus particulierement pour objet les 
composes de formule I 'dans lesquels T represente un atome 
d' hydrogene, ceux dans lesquels W represente un atome 

5 d' hydrogene, ceux dans lesquels Z represente un radical 
methyle, ceux dans lesquels Y represente un atome 
d' hydrogene, ceux dans lesquels Ri represente un radical 
methyle, ceux dans lesqueis F.4 represente un radical 
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:cresen r. u :". r 



:al 



O 



N — O 



JD(CH 2 ) 4 CH. 



10 



N— N 



-J 



4 \ 



0(CH 2 ) 4 CH 3 



15 



O 



N 




OC 7 H 15 



2 0 



O 



N 



=y o' 




y 



0(CH 2 ) 4 CH 3 



ou un radical 



O 
II 

s 





OC 8 H 17 



ceux dans lesquels R; r^presente un atome d 1 hydro gene , 
ceux dans iesaueis R : rocresenre un radical 



NH- 



ceux dans Iesaueis represent e un radical 
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15 



2 0 



ainsi que ceux dans iesqueis R2 prepresente un radical 



CH 3 CH 3 CH 

' I ! 

H 2 C-CH-NH 2 , H 2 C-CH-NH 2 , -CH-CH 2 -NH 2 



CH 3 



-CH-CH 2 -NH 2 , CH 2 -C-NH 2 

CH^CH, 



L' invention a plus part iculierement pour objet les 
composes de formuie I dont la preparation est donnee ci-apres 
dans la partie exper imentale . 

Les composes de formuie (I) presentent d' interessantes 
3C proprietes ant i f ongiques ; ils sort notamment actifs sur 
Candida albicans et autres Candida comme Candida glabrata, 
krusei, tropicalis, pseudot ropi cal is , parapsilosis et 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Cryptococcus 
neoformans . 

35 Les composes de formuie (I) ceuvent etre utilises en 

tant que medicaments chez 1 ' homme ou 1' animal, pour lutter 
notamment contre les candidoses invasives, digestives, 
urinaires, vagmales ou cutanees, les cryptococcoses, par 
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oxemole les crvctcco roc se^ riouroneri: n g e e s , pu^mcna i res cu 

cur a nee s , les aspergilloses rr: ncnopu j nonairos e: pulrvcna i res 

et les aspera: 1 1 oses invas:.ve : ae 1' lruT.unoaepr me . 

Les ccrnocses 1 ' i ry;orc:er: peeven: etre utilises 

~ taalenen: dans la crevonticn cos affections nycosiques ones 
les ieprsi^es immumtaires congenitaux ou acquis. 

Les composes ae 1' invention no sent pas limites a une 
utilisation pha rmaceu t i que , lis peuvent etre eaalement 
utilises s :>mme f er^ieiies dans d ' a a t r e s d on a i n e s que 

2 prerjaceieiques . 

L' invention a done pour objet a titre de composes anti- 
rongiques, les comprises ae fcrmule (I) ainsi que ieurs sels 
d' addition aver les acides. 

L' invention a egalement pour objet les composes de 

5 female (I), a titre de medicaments. 

L' invention a tout part iculierement pour objet les 
compositions pharmaceut iques renfermant comme principe actif 
au moms un compose de formuie (I) ou l'un de ses sels 
d' addition avec les acides pharmaceut iquement acceptables. 

0 Ces compositions peuvent etre administrees par voie 

orale, rectale, parenterale ou par voie locale en application 
topique sur la peau et les muqueuses, mais la voie preferee 
est la voie orale ou parenterale. 

Elles peuvent etre solides ou liquides et se presenter 

5 sous les formes pharmaceut iques couramment utilisees en 

medeeine humaine, comme par exemple , les comprime s simples ou 
drageifies, les gelules, les granules, les suppositoires, les 
preparations injectaoies, les pommades, les cremes, les gels; 
elles sort preparees selon les met hodes usueiles. Le ou les 

0 principes actifs peuvent y etre mtorpores a des excipients 
habi tueilement employes dans ces compositions 
pharmaceut iques , tels que le talc, la gomme arabique, ie 
lactose, l'amidon, le stearate de magnesium, le beurre de 
cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine 

5 animale ou vegetale, les derives para f f iniques , les glycols, 
les divers agents mouiilants, dispersants ou emulsi f iants , 
les conservat eurs . 

L 1 invent ion a ecalement pour obnet un precede 
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do preparar icn dos ccxposes de lormui- (I) caracicnse era co 
que I' or. soumet ;:n compose de tormul.e (II) 




dans laquelle R, R 3 , R A , T, Y, W et Z conservent leur 
signification precedente, a 1' action d' une amine ou d' un 
20 derive d' amine susceptible d ; introduire 



le radical 



R1 

/ 

N 

R2 



dans lequel R] et R 2 conservent leur signification precedente 
et si desire a 1' action d' un agent de reduction 
et/ou d' un agent de f onct ionnal isat ion de 1' amine, 
et/ou d'un acide pour former le sel du produit obtenu, 

30 et/ou d'un agent de separation des differents isomeres 

obtenus,et obtient ainsi le compose de formuie (I) tel que 
defini ci-dessus. 

Les composes de formuie II mis en oeuvre sont des 
produits nouveaux et sont en eux-memes un objet de 

55 1 1 invention. 

L 1 invention a egaiement pour objet un procede 
caracterise en ce que r on soumet un compose de formuie (III 
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(ID 



HO Y 



15 Les composes de formule III et IV mis en oeuvre sent: des 

produits nouveaux et sont en eux-memes un objet de la 
presente invention . 

Parmi les produits de formule III et IV preferes, on 
peut citer tout part icuiierement les produits dont la 
20 preparation est donnee ci-apres dans la partie experiment ale . 
Les exerr.pl es suivants illustrent I 1 invention sans 
toutefois la limiter : 

Preparation 1 : "nucleus" de deoxymulundocandine 

On dissent 2 g ae deoxymulundocandine dans 20 ml de 

25 DMSO. On verse cette solution dans une suspension renfermant 
120 g d'Actinoplanes utahensis FH2264 dans 870 ml d'un tampon 
KH2P04, K2HP04 (pH : 5.8). On maintrent le melange reaction- 
nel sous agitation pendant 70 heures a 30°C. On filtre. On 
lave le mycelium avec le tampon de phosphate (pH : 6.8) . On 

30 reunit les liquides de lavage et le filtrat . On chromato- 
graphie le produit obtenu sur une resine DIAION HP 20. et 
obtient un produit que I' on utilise tel quel ci-apres. 
EXEMPLE 1 : 1- [4- [ ( 2 -aminoethyl ) amino] -N2- [ [4- [5- [ 4-pentyl- 
oxy) -phenyl] -3-isoxazolyl] -phenyl] -carbonyl] -L- ornithine] -4- 

2 5 (4-hydroxyphenyl) -L-threonine] -5-L-serine-echinocandine B 
( isomer e A et i some re B) . 

STADE A : l-[(4R,5R}-4, 5 -dihydr oxy-N2 - [ [ 4 - [ 5 - [ 4 - (pent yloxy ) - 
phenyl] -isoxazci-3-yl] -phenyl] -carbonyl ]-L- ornithine] -4 -[4- 
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On aq::o pendant 29 heures. On :il:re, :oncen:re sous 
pressijn red.ite. On rcrrer.i a l'c:ner, :r::urc, essore, 
lave a I 'ether ethyliquo, :::ronatc:raphie sur silice en 

15 eluant avec le melance chiorure de methylene methanol 
(85/15). On obtient ainsi le produit attendu rf = 0,24 
STADE 3 : 1- [ 4 -oxe-N2- [ [ 4 - [ 5- [ 4 - (pentyioxy ) -phenyl ] -lsoxazol- 
3-yl } -phenyl ] -carbonyl] - L- rn i thine ] -4- [4- ( 4 -hydroxypheny 1 ) - 
L-threomne ] -5-O-serine-echinocandine B. 

20 On ajoute 6,12 ml d'icdure de trimethyisiiyle dans une 

suspension renfermant 1 c , 1 g du produit du stade A et 374 ml 
d'acetonitrile. On chauffe ensuite 15 mn a 60°C puis on 
hydrolyse avec une solution saturee de thicsulfate de sodium. 
On amene a sec sous pression reduite puis on enromatographie 

25 sur silice en eluant avec le melange chlorure de methylene, 
methanol, eau 8 6-13-1. On obtient le produit recherche rf = 

Spectre de masse 
MH+- = 108 3,6 

3 0 Mna+ = 1 1 0 5 , 6 

STADE C : Tr i f 1 uor oa ce t a z e de 1 - [ 4 - [ ( 2 - ammoe t hy 1 ) -amino ] -N2 - 
[ l 4 - [ 5- [ 4 - ( pentyloxy i -phenyl ] - 3-i soxazo 1 -yi ] -phenyl ] - 
carbonyl 1 -L-orni thine ] -4 - [ 4 - ( 4 -hyd roxy phenyl ) -1-threonine ] -5- 
l-serine-echinocanome B (Isomere A et isomere B) . 

35 On introduit 8,6 ma de Na3H : ,C;J dans un melange de 120 mg 

de produit du staae precedent, 2,4 mi de methanol, 60 mg 
d ' etnylenedr an: ne oiacetate en presence de siiipcrite active 
4A. On ma in t rent le me lance reac::; n n e 1 sous acitatrcn et 
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p;jri fie L o rrr.duii. r - • • : 
r c u — o 1 1 , : ; ::\ : o u v : ; 



: ::• i r \i r 2 semi pr-pdi^;. ive ^n ^ i ; 



: : : o - :-:h * 

114 9+ - Mna+ 

Or: reopGre : Isomere A : 1 4 , brr.g 

I sonierc 3 : 17,5 mg 
10 EXEMPLE 2 : Trif luoroacetate de trans-1- [4- [ (2-aminocyclo- 

hexyl) -amino] -N2 - [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] - 3-isoxazolyl ] - 
phenyl] -carbonyl] -L-ornithine] -4- [4- ( 4 -hydr oxypheny 1 ) -L- 
threonine] -5-L-serine-echinocandine B (Isomere A et Isomere 
B) . 

15 On aioute sous agitation et sous atmosphere d ' azote, 

jusqu'a obter.ticn d'un pH voisin de 6, 40 jil environ d'aciae 
acetique dans une solution renfermant 100 mg du produit 
obtenu au stade 3 de I'exernple precedent 3 ml de methanol, 32 
nig de (1R, 2R) ( - ) - 1 , 2 -diami nocyclonexane en presence de 

20 siliporite active 3A. On agite pendant 5 minutes et mtroduit 
12 mg de N a 3rOCN . On mamtient le melange reactionnel sous 
agitation pendant 18 heures. On f litre et concentre sous 
pression reduite. On purifie le produit obtenu par HPLC semi- 
preparative (eluant CH : <CN , H ;: 0 , TFA 50-50-0, 02 %). 

2 5 Isomere A pds = 11 mg 
Isomere 3 p<ds = 14 mg 
Spectre de masse 
1181,5 MH+ 

EXEMPLE 3 : Trif luoroacetate de trans-1- [4- [ (2-aminocyclo- 
30 hexyl) -amino] -N2- [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] -3-isoxazolyl] - 
phenyl] -carbonyl] -L-ornithine] -4- [4- ( 4 -hydroxyphenyl) -L- 
threonine] -5-L-serine-echinocandine B (Isomere A et isomere 
B) . 

Er: operant comme a 1 ' example 2 avec (13, 2S) -(-)-!, 2- 
35 diaminocyclohexane, on obtient 
I s ome re A ^ 7,4 mg 
Isomere 3 ~ 10,8 mg 
3 oec tie de irass- 
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1 1 5 1 , r ; - MH + 

EXEMPLE 4 : Tr if luoroace tate de 1- [4- [ (2 (S) -aminopropyl) - 
amino] -N2- [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] -3-isoxazolyl] - 
phenyl] -carbonyl] -L-orni thine ] -4- [4- ( 4 -hydroxyphenyl ) -L- 
1 threonine] -5-L-serine-echinocandine B (Isomere A et isomere 
B) . 

Er. ope ram comme a 1 ' exemple 1 or, a obtenu : 
Isomere A : 13 mc 
I s one re B : 10 mc 

10 EXEMPLE 5 : Trif luoroacetate de trans-1- [ 4 - [ (2 -aminocyclo- 
hexyl) -amino] -N2- [ [4- [3- [4- (pentyloxy) -phenyl] -1,2,4- 
oxadiazol-5-yl] -phenyl] -carbonyl] -L-orni thine] -4- [4- (4- 
hydroxyphenyl ) -L- threonine] -5-L-serine-echinocandine B 
ST APE A : 1 - [ ( 4 R, 5R > - 4 , 5 -di hydr oxyN2 - [ [4 - [3 - [4 - (pentyloxy) - 

1 5 phenyl ] - 1 , 2 , 4 -ox adia zol - b-y 1 j -phenyl ] -carbonyl ]-L- 

orni thine ] -4 - [ 4 - ( 4 -hydroxyphenyl ) -L- threonine ] -5-L-serine- 
echinocandine B. 

En operant comme a 2' exemple 1 stade A, on a obtenu le 
produi t recherche 

20 Spectre de masse 1124 = MNa + 

3TADE B : 1 - [ 4 -oxo-N2 - [ [ 4- [ 3 - [ 4 - (pentyloxy) -pheny 1 ] - 1 , 2 , 4 - 
oxadiazol - 5-yi ] -phenyl ] -carbonyl] -L- ornithine] -4 - [4 - ( 4 - 
hydroxyphenyl ) -L-threonine ] -5-L-serine-echinocandine 3. 

En operant comme a 1 ' exemple 1 stade B, on a obtenu le 

25 produit recherche. 

Spectre de masse 1106,6 = MNa+ 

1090, 8 - MH+ 

STADE C : Tr i f luoroacetate de t rans- 1 - [ 4 - [ ( 0 - aminocyclo- 

hexyl ) -amine-] -N2- [ [ 4 - [3- [ 4 - (pentyloxy) -phenyl ] -1,2,4- 
3 0 oxadiazol-5-yl ] -pheny I ] -carbonyl ] -L-orni thine ] -4 - [4 - ( 4 - 

hydroxyphenyl ) -L-threonine ] -5-L-serine-echinocandine B . 

En operant comme a 1' exemple 1 stade C, a partir de 150 

mg du proauit du stade B, et de 51,4 mg de ( IS, 28) 1,2- 

diaminocyclohexane, on cbtient 165 mg de produit brut que 
25 1 1 on purifie par HPLC semi preparative (eeionne KROKASIL CIS 

(eiuant : CH 5 CN-H : 3-T RA 4 5-55-0,1). 

On cbtient : I seme re A 10,8 mc 

I s c roe r e B 2,2 mg 



WO 00/75178 *B |>( T/FR00/01569 



1 1 o 2 ~= M H a ' 

EXEMPLE 6 : Trifluoroacetate de 1 - [ 4 - [ ( 2 -aminoethyl ) amino] - 
N2- [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] -1 , 3 , 4- thiadiazol-2-yl] - 
phenyl] -carbonyl] -L-orni thine ] -4- [4- ( 4 -hydroxyphenyl ) -L- 
threonine] -5-L-serine-echinocandine B . 

STALE A : i- [ MR, 5R) -4, 5 -d i h yd r oxy- N 2 - [ (4- [ 3- [A- (pentyloxy) - 
phenyl J - 1 , J , 4 - 1 hi ad i azo 1 -2 -y 1 ; -phenyl ; -ca rbonyO ] -L- 
crnith me » -4 - [ 4 - ( 4 - h yd r oxy phenyl ) -L- threonine ] - 5-L-se r ine- 

10 e c h i n o c a n d i n e 3 . 

On aqite pendant 5 minutes <± 20°C une suspension 
renferman: 2 g d ' acide 4- [ 5- [ 4- (pentyloxy) -phenyl ] -] , 3, 4 - 
t in adiazol -2-yl ] -benzoique 30 ml de DKF et 3 0 ml de dioxanne 
et ajoute a 0/'±5 0 C 1,55 mi de t r i du t y 1 ami ne , 7,74 ml de 

15 chlcrof ormia t e a'lseoutyle. On agrte penaant 3 mn a 0±5°O 

puis 3 heures a la temperature ambiante. On introdui: 4,53 q 
de nucleus de deoxymuiundocandme obtenu oommie a la 
preparation 1. On agite pendant 16 heures a 20 °C. On 
concentre a sec. On reprend dans 1 'ether ethylique. On essore 

2 0 et lave a I'etner ethylique. On seche. On obtient 7,8 g de 
produit. que 1 1 on purifie par chromatography e sur si lice en 
eluant avec le melange chlcrure de me t hy lene-methanol-eaj 86- 
13-1. On obtient 2,51 g de produit recherche. 

STADE 3 : 1- [4-CXO-N2- [ [ 4- [5- [4- (pentyloxy; -phenyl ] -1, 2, 4- 

2 5 chiadia zol -2 -yl ] -phenyl ■ -carbonyl ■ -L-orni thine ] - 4 - [ 4 - ( 4 - 

hydroxyphenyl ) -L-threonme ] -5-L-serine-echinocandine B. 

En operant c: Grume au stade 3 de l'exemple 1, on obtient 
le produit recherche. 

S TADE C : 1- [ 4- [ * 2 -aminoethyl ; amino ] -N2 - [ [ 4 - [ 3 - [ 4 - (petty 1 - 

3 0 oxy) -phenyl } - 1,3, 4-thiadiazo iol-2-yl ] -phenyl j -carbcnyl] - L - 

ornithine ] - 4 - [ 4 - ( 4 -hydroxyphenyl } -L-threonme] -5-L-serine- 
echinocandine 3 . 

En operant ccmme a l'exemple i, stade C a partir du 
produit du stade precedent: et de diacetate d ' e thy 1 enedi amine , 
35 on obtient le produit recherche. 
I some re A pds = 8 mg 

1 some re 3 pas - 0 mg 

EXEMPLE 7 : Trifluoroacetate de trans 1- [4- [ (2-ammocyclo- 
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hexyl) -amino] -N2- [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] -1,3,4- 
thiadiazol-2-yl] -phenyl] -carbonyl] -L-ornithine] -4- [4- (4- 
hydroxyphenyl ) -L- threonine] -5-L-serine-echinocandine B 

En operant ccnir.e a 1 ! exempt e 1, a parti r ou pr:au:: du 
staae ~ ao 1 'exemple (50 x g o-t e ( 1 2 , 2 3 ) \ r ) 1 , 2 - 
diaTar.ocy s^ohoxane ; 1 5 , c mg / , on at c : en: le produn 
recherche. 
I seme re A - 4 mg 
Isomere 3 = 6,5 mg 

10 EXEMPLE 8 : Trifluoroacetate de trans 1 - [ 4- [ (2 -aminocyclo- 
hexyl) -amino] -N2- [ [4- [5- [4- (pentyloxy) -phenyl] -1,2, 4- 
thiadiazol-2-yl] -phenyl] -carbonyl] -L-ornithine] -4- [4- (4- 
hydroxyphenyl) -L- threonine] -5-L-serine-echinocandine B 
(Isomere A et isomere B) 

15 En operant, comme a 1 ' exemple 1 stade C a parti r du 

produit du scade 3 de 1* exemple 5 (50 mg ) et du (1R,2R)-1,2- 
diaminocyclohexane (15,6 mg), on obtient le produit 
recherche . 
Isomere A = 8,8 mg 

20 Isomere B = 10,6 mg 

EXEMPLE : Composition pharmaceutique : 
On a prepare des comprimes renfermant : 

- Produit de 1' exemple 1 150 mg 

- Excipient q.s.p 1 g 

25 (Detail de 1' excipient : amidon, talc, stearate de 

magnesium) . 



ETUDE PHARMACOLOGIQUE 

30 A - Inhibition de la glucane synthase de Candida albicans. 

On purifie des membranes do Candida albicans selon le 
procede deer i t par Tang et al Antimicrob. Agents Chemother 
35, 99-103, 1991. 22,5 pg de proteines membranaires sent 
incubees dans un melange de 2Mm de 14C-UDP glucose (activite 

35 specif ique = 0,34 nCi./mmol, 50 pig d'a-amylase, IMm de 

dithiotreitol ( PTT ; , IMm EDTA, lOOMm NaF, 7uM de GTP-y-S, 1M 
de sucrose et 5 0 Mm DE Tris-HCE (pH 7,3' dans un volume de 
lOOul. Le milieu est incube a 25 °C pendant 1 neure et la 
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reaction term! nee par a do it ion de TCA a une concentration 
finale de 5". T.e merar.ee rea:t:onnci est trans fere sur un 
riltre ae fibre de verro p re -hurt; di f it . Le f litre est lav- 
sec he et sa radioaciivite est cDir.pt.ee. 
5 La mu 1 undo ca nd l ne est utilise cemme cent role posnr it . 

Le cent role du vehicuie est effectue avec la memo 
quant ite oe DMSO 1 . . Les result its obterus montrent que le 
produits de 1' invention presentent sur ce test une bonne 
activite en partieulier les oraduits de I'exemple 1. 
OB- activite sur 1' enzyme d' Aspergillus fumigatus. 

L' enzyme est preparee selon le precede ae Beaulieu et, 
al . (Antimicrob. Agents Chenother 38, 937-944, 1994. 

Le protocol e utilise est identique au protocole decri 
ci-dessus pour 1 ' e n z yme de Candida albicans s a u f au e 1' on 
5 n' utilise pas de dithiot reitol dans le melange reactionnel 
Les produits presentent sur ce test une bonne activite. 
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RE VEND I CAT IONS 



1) 




0 dans lesquels 

ou bien Ri et identiques ou differenis 1'un cie 1 ' autre, 
representen: un a:ome d'hydrogene, ur. radical hydroxyie, ur. 
radical alkyle rer.fernant jusqu'a 8 atones cie carbone 
iineaire, ramifie ou cyciique, even tue: lemen; interrompu par 

5 un a tome d'oxygene even tue 1 lemen t substitue par un atome 

d'haioaene, an radical OH, un radical N , a et b 

\ 

b 



identiques ou dirtererts 1 ' i;n de 1' autre, 
r e preserca n t a n a t ome 
r e n 1 e r ma n t iu s a u ' a 8 



d ' n vdroqene o a an radical a 1 k y 1 e 
acmes de carbone, a et b pcavant 
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R1 

portant le radical N une double liaison et ou bien R2 

5 R2 

represente un radical XRa, X representant un atome d'oxygene 
ou un radical NH ou N-alkyle renfermant jusqu'a 8 atomes de 
carbone e: Ra represente un atome d' hydrogene, un radical 
10 alkyle lineaire, ramifie ou cyclique renfermant jusqu'a 8 
atomes de carbone event ueilement substitue par un ou 
plusieurs atomes d'halogene, par un ou plusieurs radicaux OH, 
C0 2 H, C0 2 alc, par un radical 

.a' 

\- 

a' et b' representant un atome d'hydrogene, un radical alkyle 
renfermant jusqu'a 8 atomes de carbone, a' et b' pouvant 
20 former un heterocycle renfermant eventuellernent un ou 

plusieurs heteroatomes supplementaires et/ou par un hetero- 
cycle renfermant un ou plusieurs heteroatomes ou R2 represente 
un radical 

25 N-C-N. 

II A 
N 

\ 

e 

dans lequel d, e, f et q representent un atome d'hydrogene ou 
30 un radical alkyle renfermant jusqu'a 8 atomes de carbone, f 

et g pouvant en outre representer un radical acyle renfermant 
jusqu'a 8 atomes de carbone, e et f pouvant egalement former 
un cycle renfermant eventuellernent un ou plusieurs hetero- 
atomes , 

35 R 3 represente un atome d'hydrogene, un radical methyle ou 
hydroxy le 

R 4 represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxyle 
R represente un radical choisi parmi les radicaux suivants : 
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o 



\_/ W 7 

N — O 



-G(CH 2 ) 4 CH 



O 



O 



7 



.N 



T ir 

O-N 



-0(CH 2 ) 4 CH, 



-Q(CH 2 ) 4 CH, 



O-N 



O 



-(■■ 



O 



-rj-"-7 

N— 7 

H 



0(CH 2 ) 4 CH 3 



' / i /r-\_/ 

=^ N-N 



0(CH 2 ) 4 CH 3 



O 



•7~7 

<" 7 



o 



OC 7 H 15 



N-N 



-0(CH 2 ) 4 CH 3 



O 



N-O 

'/ X 



(CH 2 ) 7 -CH 3 
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OC 7 H 15 




T represent e un atom- rwdrogene, un radical methyle, un 
10 radical CH : CONFL, CH 2 CN, un radical <CH 2 )2NH : > ou ( CH 2 ) 2 Na 1 c + X\ X 
etant. un a tome d' halogen*/ et ale un radical alkyle renfermant 
jusqu'a 3 atomes de carbone, 

Y represente un atome hydrogene, un radical hydroxyle ou un 
arome d' haiogene cu un radical OSO3H ou 1'un des seis de ce 
1 b radical , 

W represente un atome d ; hydrogene ou un radical OH, 
Z represente un atome d' hydrogene ou un radical methyle, 
ainsi que ies sels d' addition avec les acides des produits de 
f ormule ( I ) . 

20 2) Les composes de formule (I) definis a la revendicat ion 1 
dans lesquels T represente un atome d' hydrogene. 

3) Les composes de formule (I) definis a la revendicat ion 1 
ou 2 dans lesquels W represente un atome d' hydrogene. 

4) Les composes de formule (I) definis a l'une quelconque 
25 des revendicat 10ns 1 a 3, dans lesquels Z represente un 

radical methyle. 

5) Les composes de formule (I) definis a l'une quelconque 
des revendicat ions 1 a 4 dans lesquels Y represente un atome 
d' hydrogene . 

30 6) Les composes de formule (It definis a l'une quelconque 
des revendi cat ions 1 a 5 dans lesquels R 3 represente un 
radical me t h y 1 e . 

7) Les composes de formule definis a l'une quelconque des 
revendicat ions 1 a 6 dans lesquels Fu represente un radical 

3 5 d ' hydroxyle . 

8) Los composes de formule (It definis a l'une quelconque 
des revendica t ions 1 a 7 dans lesquels R represente un 
radical 
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o 



N — O 



-0(CH 2 ) 4 CH 3 



O 



N-N 



0(CH 2 ) 4 CH : 



15 



O 



N 



j/ w 



^OC 7 H 15 



O 



* \ n 



\=/ o 




0(CH 2 ) 4 CH 3 



ou un radical 



O 

S 

II 

o 





OC 8 H 17 



9) Les composes de formule I de finis a I 1 une quelconque de 
30 revendicatior-s 1 a 8 dans lesquels R : represer.te un radical 

d ' hydroqene . 

10) Les composes de formule dermis a I'une quelconque des 
renvendicat ions 1 a 9 dans lesquels represente un radica 

35 (CH;:).: NK r 



11) Les composes de formule L defims a 1 ' une quelconque de 
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NH, 



oc notamment 1-bs radicsux 



10 



et 



'NH, 



'''NH. 



It 12) Les compos »is de formule I defir.is a L'une quelconquo des 
revendications 1 a 9 dans lesaueis P- represente un radical 



CH, 



CH, 



CH, 



2 0 



H 2 C-CH-NH 2 , 



HX-CH-NH 



-CH-CH 2 -NH 2 



2 5 



-CH-CH 2 -NH 2 



CH 2 -C-NH 2 
CH 3 CH 3 



3 0 



13) Les composes de formule I definis a la r evendica t ion 1 
dont les noms suivent : 

- Trif luoroacetate de 1- [4 - [ (2-aminoethyli -amino] -N2- [ [4- [5- 



[ 4 - ( pent y ioxy ) -phenyl ] -3-isoxazoly 1 ] -phenyl ] -carbon yl] -L- 
orni thine ] -4- : 4 - ( 4 -nydroxypheny 1 ) - L- threonine] -5-L-serine- 
echinocandi ne B , 

- Trifluoroaceiate de trans-l-[4-[ (2-aminocyclohexyl) -amino] 
3 5 N2- [ [ 4 - [ 5- [ 4 - ( pen: y Ioxy ) -phenyl ■ -3-isoxazolyl] -phenyl ] - 

car bony I i -L- ornithine] -4- [4- (4 -nydroxypheny 1 ) -L-threonine] -5 
L-serine-echinocandine B , 

- Triflucroacetate de l-[4-[(2(S)-aminopropyl) -amino ] -K2 - [ [ 4 




carbony \ ] -1- ernithine ; -4- >! - ■: 4 -hy er oxypheny 1 < -1- z h r eoni ne j - 
I - s o : i He - e ch i no c a nd i r.e B , 

- Trif luoroacc-iaio de irans I - [ 4 - [ \Z - ami no eye 1 ohexy I ,> -amino 
K2- [ M- ; 5- [ 4- (pentylcxy > -phenyl ] - 1 , 3, 4 - 1 h 1 a d i a z o 1 - 2 - y 1 j - 

1 phenyl j -ca rbonyl : -1-orni thine ■ -4 - [ 4- ( 4-hydroxyphenyl ; -L- 
tnreonme] - b - h- ser ine-ech i nocandi no B , 

- Tr i fluoresce:, ate de trans 1 - [ 4 - : ( 2 -ami nocyclohexy 1 ) -ami no 
N2- [ [4- [ 3- [ 4- (pentyloxyi -phenyl >1, 2, 4 -cxadiazol - 5-yl ] - 
phenyl; -carbonyl] -L-orr: i thine ] - 4- [4 - (4-hydroxyphenyl ) -L- 
threor.ine • - 5 -L- ser ine-echi nocandine B. 

14) Precede cte preparation des composes do formule (I) 
def mis a l'une queiconque des revendicat ions 1 a 13, 
caracterise en ce que 1' on soumet un compose de formule (II 



O 




(ID 



Y 



dans iaquelle F, R% , Rt , T, Y, W et Z conservent leur 
signification precedente, a 1' action d'une amine ou d'un 
derive d' amine susceptible d'introduire 
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R1 

1 e radical ^ cans loquol Rl e: Rl 

R2 

o 

coriserven: Leur s igni f i eac :. or: precedente et si desire a 
1' action d'un agent do reduction 

et/ou d'un agent de fonctionnalisation do 1' amine, 
et/ou d'un acide pour former le sel du produit obtenu, 
10 et/ou d'un agent de separation des differcnts isomeres 
o h> t e n u s , 

e: obtienr. ainsi ie compose de formule (I) tel que defini a 
la re vendica t ion 1 . 

15) A titre de produits chimiques nouveaux, les composes ae 
15 formule (II) defmis a la revendicat ion 14. 

16) Procede selon la revendicat ion 14 caracterise en ce que 
1 ' on soumet un compose de formule (III) 



2 0 



3 0 




OH 



III) 



HO 



dans laquelle les differents substituants conservent leur 
signification precedente a 1' action d'un agent capable de 
remplacer NH 2 par NHR, R conservant sa signification 
precedente pour obtenir le compose de formule (IV) 
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HO OH 




lyle 



HO Y 



17) A titre de products chimiques nouveaux les composes de 
forraule III et IV def mis a la revendicaticr. 16. 

18) A titre de composes antifongiques, les composes de 

f o r rr.u 1 e f I } def inis a 1 ' une quelccnque d e s revendications 1 a 
15, a;r.s: que i. eurs sels d' aadition avec les aciaes . 
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19) Lor corr.pcs 1 t io::s pha rrr.a ceu t .i quo s rer.f erniarr; a litre dc 
necii carrier: t a a ncan ^ un compose ae iormu I e (1) cioiini a 1 ' u: 
que i conque aes revenaicanoris 1 a 13, ains: que lours seas 
c les acides pharTaceutiquemenl acceptables. 
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